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Resumo 
Gymnosporia arenicola Jordaan (Celastraceae) é um arbusto ou pequena árvore (raramente 
subarbusto), endémico ou quase-endémico das zonas costeiras de Moçambique e África do Sul. 
As folhas de G. arenicola são amplamente usadas nos sistemas de medicina tradicional para o 
tratamento de doenças de natureza infeciosa e/ou inflamatória. 
Com o objetivo de criar critérios de qualidade e eficácia, e na ausência de uma monografia de 
qualidade para esta planta medicinal, torna-se indispensável o estabelecimento de parâmetros de 
controlo de qualidade botânicos e químicos para assegurar a correta identificação desta planta 
medicinal, assim como a validação de alguns dos seus usos tradicionais e exploração do interesse 
biológico de alguns dos seus constituintes maioritários. 
No âmbito deste estudo, são apresentados os resultados da caracterização botânica das folhas de 
Gymnosporia arenicola, onde são incluídas as análises macro- e microscópica do material 
vegetal, com inclusão de elementos histoquímicos relevantes. São também reveladas as 
características anatomo-morfológicas consideradas úteis para fins de diagnose botânica das 
folhas de Gymnosporia arenicola observadas macroscopicamente (a olho nú e à lupa) e 
microscopicamente em microscopia ótica e eletrónica de varrimento. A deteção microscópica de 
alcalóides, amido, di-hidroxi-orto-fenóis, lípidos totais e terpenóides carbonilados é observada 
com recurso a técnicas histoquímicas. Os resultados visando os estudos químicos são também 
apresentados, abrangendo o isolamento e identificação de um dos constituintes maioritários do 
extrato alcaloídico das folhas de G. arenicola. São reportados também os estudos de atividade 
biológica do extrato etanólico e de um dos constituintes maioritários do extrato alcaloídico.  
Este trabalho permitiu a caracterização botânica das folhas de G. arenicola, com identificação e 
quantificação de elementos úteis para a sua de diagnose morfológica. O estudo químico 
desenvolvido neste trabalho, acrescenta novos dados aos estudos anteriormente reportados e 
permitiu a identificação de um novo macrociclo bioativo de interesse quimiotaxonómico. O 
conjunto dos resultados deste estudo constituem uma contribuição relevante para o estudo 
farmacognóstico desta planta medicinal. 
 
Palavras-chave 
Gymnosporia arenicola; identificação botânica; análise histoquímica; marcadores químicos; 
elucidação estrutural; atividade citotóxica. 
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Abstract 
Gymnosporia arenicola Jordaan (Celastraceae) is a shrub or small tree (rarely suffrutex), 
endemic or nearly-endemic of the coastal areas of Mozambique and South Africa. Leaves of G. 
arenicola are widely used in traditional medicine systems for the treatment of infectious and/or 
inflammatory diseases.  
Aiming at the creation of quality and efficacy criteria and in the absence of a quality monograph 
for this medicinal plant, the establishment of botanical and chemical quality control parameters is 
necessary to ensure the correct botanical identification of this herbal drug, as well as to validate 
some of their traditional uses and to explore the biological interest of some its major constituents.  
In this study, the results of the botanical characterization of the leaves of Gymnosporia arenicola 
are presented, including the macro- and microscopic analysis of the plant material and relevant 
histochemical elements. The morphoanatomical features considered to be useful for the botanical 
diagnosis of Gymnosporia arenicola leaves are reported, including both macroscopic (naked eye 
and stereomicroscope) and microscopic observations, using light and scanning electron 
microscopy. The microscopical detection of alkaloids, dihydroxy-ortho-phenols starch, 
terpenoids containing a carbonyl group and total lipids is observed with histochemical 
techniques. The results from the chemical studies are also presented, including the isolation and 
structural identification of one of the major constituents from the alkaloid extract of G. arenicola 
leaves. Hereby the results from the biological activity from the ethanolic extract and one of the 
major constituents from the alkaloid extract are also reported.  
This work allowed the botanical characterization of G. arenicola leaves, comprising the 
identification and quantification of useful elements for their morphological diagnosis. The 
chemical study developed in this work adds new data to previously reported studies and allowed 
the identification of a novel bioactive macrocycle with chemotaxonomical interest. All the 
results consist of relevant contributions towards the pharmacognostical study of this medicinal 
plant. 
 
Keywords 
Gymnosporia arenicola; botanical identification; chemical markers; histochemical analysis; 
structural elucidation; cytotoxic activity. 
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Abreviaturas 
Nesta dissertação foi utilizada a terminologia anglo-saxónica e acrónimos correspondentes para 
designação de alguns reagentes, técnicas cromatográficas, métodos de elucidação estrutural, 
culturas de células, ensaios e parâmetros biológicos. As restantes designações correspondem 
apenas a abreviaturas amplamente empregues dos termos utilizados.  
 
Δ Desvio químico, em ppm 
ATCC American Type Culture Collection 
br s Singuleto largo 
C Concentração 
CC Column Chromatography 
COSY Correlation Spectroscopy 
CPTLC Centrifugal Preparative Thin Layer Chromatography 
DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer 
DNPH 2,4-Dinitrophenylhydrazine 
HMBC Heteronuclear Multiple-Bond Correlation 
HMQC Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation 
HR-MS High Resolution-Mass Spectrometry 
IC50 Inhibitory Concentration, for 50% of the population 
IE Índice estomático 
J Constante de acoplamento, em Hz 
LPLC Low Pressure Liquid Chromatography 
M Multipleto 
MIC Minimal Inhibitory Concentration 
MTT Microculture Tetrazolium Test 
m/z Razão massa/carga 
NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy 
RMN de 13C Ressonância magnética nuclear de carbono 
RMN de 1H Ressonância magnética nuclear de protão 
s Singuleto 
t Tripleto 
TLC Thin Layer Chromatography 
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1 Introdução 
 
1.1 Objetivos 
A presente dissertação de mestrado contribui para o estudo farmacognóstico de uma planta 
da flora de Mozambique, amplamente usada na medicina tradicional africana no tratamento de 
doenças infeciosas e/ou de natureza inflamatória e tem como um dos objetivos específicos o 
estabelecimento de critérios de identificação botânica e química, necessários para a correta 
diagnose da folha de Gymnosporia arenicola Jordaan enquanto planta medicinal. 
Neste âmbito são apresentados os resultados da observação macroscópica (a olho nú e à 
lupa) e microscópica (microscopia ótica e microscopia eletrónica de varrimento) do material 
vegetal inteiro, em corte histológico e/ou pulverizado. Os resultados da análise microscópica do 
material vegetal são complementados com a localização in situ de algumas das classes de 
constituintes químicos em cortes histológicos da folha de G. arenicola, com recurso a reações 
histoquímicas para deteção de alcalóides, amido, o-di-hidroxifenóis, lípidos totais e terpenóides 
carbonilados. 
Outro dos objetivos específicos do presente trabalho também foi a extração, isolamento e 
identificação estrutural de um marcador químico bioativo desta planta medicinal. Os resultados 
obtidos são apresentados e discutidos com base nos seus dados estruturais, observados em 
estudos de ressonância magnética nuclear monodimensional (1H e 13C) e dimensional (homo- e 
heteronuclear), espectrofotometria de massa de alta resolução e polarimetria, para determinação 
da configuração absoluta de compostos quirais. Neste âmbito é proposta uma rota biossintética 
plausível para este composto isolado e também são apresentados os resultados inerentes à 
avaliação da sua atividade citotóxica, através do estudo da viabilidade viabilidade celular (ensaio 
MTT) em quatro linhas celulares, em células cancerígenas e não-cancerígenas.  
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1.2 Distribuição ecológica e geográfica 
1.2.1 Ecologia e biótopo 
Gymnosporia arenicola Jordaan (Celastraceae) é uma espécie vegetal comum em zonas costeiras 
e dunas de areia, ocorrendo ao longo da costa oriental da África Austral. Esta espécie está 
associada à floresta tropical de duna, estando integrada nas comunidades vegetais dos 
ecossistemas de praia e de duna. Cresce preferencialmente nas zonas limítrofes da mata dunal e 
orlas de floresta, em solos arenosos preferencialmente ácidos, ocorrendo frequentemente em 
zonas húmidas.1 
 
1.2.2 Distribuição geográfica 
Gymnosporia arenicola tem uma distribuição muito restrita, ocorrendo no Sudoeste africano 
(África tropical). Espécie endémica ou quase endémica das zonas costeiras localizadas desde o 
sul da Tanzânia (distrito de Korogwe), até à costa de África do Sul (distrito de Natal), passando 
pela costa de Moçambique (todo o país).  
Esta região atravessa um centro de endemismo, o centro de endemismo de Maputaland, 
amplamente reconhecido como uma zona de grande biodiversidade de flora e de fauna. Este 
centro de endemismo, partilhado com África do Sul, é caracterizado por elevada temperatura e 
humidade (precipitação média anual cerca de 1100 cm3 nas zonas costeiras).1,2 G. arenicola é 
considerada uma espécie protegida, incluída na lista vermelha de plantas sul-africanas.3 
Na Figura 1 é apresentado um mapa, ilustrando a distribuição geográfica conhecida de G. 
arenicola na costa de Moçambique. 
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Figura 1. Distribuição geográfica descrita para Gymnosporia arenicola, em Moçambique. A distribuição geográfica desta 
espécie no país e o local de colheita do material usado neste estudo são assinalados com pontos e seta, respetivamente. Ilustração 
do autor 
 
1.3 Aspetos botânicos 
1.3.1 Nomenclatura e etimologia binomial 
Gymnosporia arenicola Jordaan 
- Jordaan, M., 1999. S. Afr. J. Bot. 65(5&6): 315-20. 
O epíteto genérico Gymnosporia, deriva de caracteres morfoanatómicos da semente e do fruto 
desta espécie, sendo formado pela decomposição da palavra de origem grega gymnos (despido) e 
spora (sementes).4 
O epíteto específico arenicola refere-se ao habitat preferencial desta espécie, sendo composto 
pela palavra de origem latina arena (areia) e cola (habitante).1 
 
1.3.2 Descrição anatomo-morfológica 
Arbusto, pequena árvore ou mais raramente sufrútice nodoso, até 7 m de altura, provido de 
espinhos, glabro.  
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Braquiblastos muito curtos. Ramos novos angulosos e castanho-avermelhados, que se tornam 
gradualmente mais cilíndricos (afilados) e cinzentos com a idade, frequentemente com 
zoocecídias. Espinhos axilares (ou terminando em ramos axilares) robustos, até 95 mm de 
comprimento. Folhas fasciculadas (evoluindo para alternas na terminação da ramificação), 
glabras, coriáceas, esverdeadas, pecioladas, com limbo indiviso muito variável de arredondado a 
emarginado (agudo), de contorno inteiro ou com recortes do tipo marginal dentado, com 
dentação irregular limitada à metade mais distal, lâmina obovada, 30-56(-70) x 17-35 mm, 
vértice acunheado a arredondado, margem progressivamente coriácea, revoluta, com venação 
óbvia na página inferior, nervação proeminente na página inferior e amarela em espécimes secos, 
pecíolo curto, 1-2 mm de comprimento. Estípulas subuladas, margem fimbriada, ± 1 mm de 
comprimento. Inflorescência do tipo cimeria dicasial em ramos ou panículas axilares, mais curta 
que as folhas, com pedúnculo 4-15 mm de comprimento e pedicelo 5-8 mm de comprimento. 
Flores 5-9 por cimeria, brancas ou amareladas, pentaméricas, não aromáticas, dióicas. Sépalas 
5(6), ± 1,5 mm de comprimento, ovadas, margem ciliolada. Pétalas 5, 1-3 mm de comprimento, 
triangulares, margem assimétrica desigual. Disco com 1 mm de diâmetro. Flores masculinas 
providas de estames mais compridos que as pétalas, dotadas de filamentos 3 mm de 
comprimento, com origem no disco, e providas de anteras 0,5 mm de comprimento, pistilódio 
pequeno, filete curto, não ramificado. Flores femininas com estilete e estigma mais longo que as 
pétalas, com estaminódios mais curtos que os estames das flores masculinas e estilete 1,5 mm de 
comprimento, com estigma bífido, projetado horizontalmente. Ovário 3-locular, com 2 óvulos 
por lóculo. Cápsula com 3 valvas, subglobosóide, coriácea, verrucosa, 7-9 mm de comprimento, 
amarela a laranja-avermelhada, e com estiletes persistentes na frutificação. Semente elipsóide 1-
3, castanho-avermelhada escura, 3 mm de comprimento, com arilo amarelado cobrindo 
parcialmente a parte inferior da semente.1 
Na Figura 2 são apresentadas algumas fotografias de Gymnosporia arenicola no seu habitat 
natural, na praia da Macaneta e em Marraquene. 
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Figura 2. Gymnosporia arenicola no habitat natural, na praia da Macaneta (Moçambique). Aspeto geral do arbusto (A) e 
detalhes dos seus ramos floridos (B-F) e frutificados (G-H). Fotografias gentilmente cedidas pela Prof.a Doutora E. T. Gomes. 
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Na Figura 3 é apresentada uma ilustração esquemática do ramo florido e frutificado de 
Gymnosporia arenicola. 
 
 
Figura 3. Gravura com detalhes da parte aérea de Gymnosporia arenicola. Ramo florido (A), flores masculinas (B), flores 
femininas (C) e cápsula (D). Escala gráfica: A = 4 cm; B-D = 1 cm. Ilustração do autor. 
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1.3.3 Sinonímias homotípicas 
Gymnosporia arenicola, recentemente reclassificado, tem como sinónimo único Maytenus 
heterophylla var. arenaria N. Robson. 
Por sua vez, Maytenus heterophylla, apresenta as seguintes 43 sinonímias homotípicas: Cassine 
szyszylowiczii Kuntze, Catha buxifolia (L.) G. Don, C. cymosa (Soland.) C. Presl., C. 
heterophylla (Eckl. & Zeyh.) Presl., Celastrus andongensis Oliv., C. angularis Sond., C. 
buxifolius L., C. cymosus Soland., C. ellipticus Thunb., C. empleurigolius Eckl. & Zeyh., C. 
goniecaulis Eckl. & Zeyh., C. heterophyllus Eckl. & Zeyh., C. humilis Eckl. & Zeyh., C. 
lanceolatus E. Mey. Ex Sond., C. linearis L. f., C. multiflorus Lam., C. parvifolius Eckl. & 
Zeyh., C. patens Eckl. & Zeyh., C. polyacanthus sensu Eyles, C. polyanthemos Eckl. & Zeyh., C. 
rhombifolius Eckl. & Zeyh., C. spathephyllus Eckl. & Zeyh., C. venenatus Eckl. & Zeyh., 
Elaeodendron glaucum sensu Szyszyl., Gymnosporia acanthophora Loes., G. angularis (Sond.) 
Sim, For. & For., G. brevipetala Loes., G. buxifolia (L.) Szyszyl., G. buxifolioides Loes., G. 
capitata var. tenuifolia Loes., G. condensata Sprague, G. crataegiflora Davison, G. elliptica 
(Thunb.) Schonl., G. glauca Loes., G. heterophylla (Eckl. & Zeyh.) Loes., G. lanceolata (E. 
Mey. Ex Sond.) Loes., G. linearis (L. f.) Loes., G. maranguensis (Loes.) Loes., G. rhombifolia 
(Eckl. & Zeyh.) Bolus & Wolley-Dod, G. senegalensis var. maranguensis Loes., G. trigyna 
sensu Perrier, G. uniflora Davison, G. woodii Szyszyl, Maytenus angolensis Exell & Mendonça, 
M. brevipetala (Loes.) Wilczek, M. cymosa (Soland.) Exell.5,6 
 
1.3.4 Enquadramento taxonómico 
A classificação taxonómica da família Celastraceae foi recentemente alterada ao nível do género, 
passando o género Gymnosporia (Wight & Arn.) Hook. f. a abranger espécies do antigo género 
Maytenus Molina, com base em caracteres macromorfológicos (tais como a presença de 
braquiblastos, espinhos, tipos de inflorescência e floração) e da anatomia da folha,7 suportados 
por estudos de genética molecular.8,9,10 Desta forma, reconhece-se atualmente o género 
Gymnosporia como um grupo monofilético.4,11,12 
Contudo, e conforme a atual circunscrição do género Maytenus Mol. emend Mol., e após a sua 
redefinição do género Gymnosporia (Wight & Arn.) Hook.f., permanece claramente um grupo 
heterogéneo de espécies. Este ponto de vista é apoiado por outros autores.4,11 Por outro lado, o 
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género Gymnosporia (após inclusão de algumas espécies do género Maytenus) também é um 
táxon heterogéneo, continuando a necessitar de uma divisão mais natural entre grupos.11 
De acordo com o sistema de classificação vegetal correntemente adotado pelo Grupo de 
Filogenia das Angiospérmicas,13,14,15 e nas presentes regras de nomenclatura adotadas pela 
Convenção de Melbourne, a posição sistemática da secção Buxifoliae do género Gymnosporia é 
a seguinte: 
 
Reino: Plantae 
Subreino: Tracheobionta 
Superdivisão: Spermatophyta 
Divisão: Magnoliophyta 
Classe: Equisetopsida C. Agardh 
Subclasse: Magnoliidae Novák ex Takht. 
Superordem: Rosanae Takht. 
Ordem: Celastrales Link 
Família: Celastraceae R. Br. 
Género: Gymnosporia (Wight & Arn.) Benth. & Hook. f. 
Secção: Buxifoliae Jordaan 
 
1.3.5 Nomes comuns 
Por tradução direta do inglês, a partir da fonte original onde é reconhecida pela primeira vez, 
Gymnosporia arenicola é conhecida vernaculamente como ‘Espinheira da areia’.1 No entanto, a 
espécie também é designada por outros nomes, consoante os países africanos onde ocorre 
naturalmente, nomeadamente na Tanzânia, Moçambique e África do Sul. 
Na Tabela 1 são apresentadas as várias designações vernáculas pelas quais M. heterophylla (Eckl 
& Zeyh.) Robson é conhecido, uma vez que de Maytenus heterophylla var. arenaria N. Robson. 
é considerado sinónimo homotípico de G. arenicola Jordaan.  
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Tabela 1. Nomes vernáculos de Gymnosporia arenicola 
País Nome vernáculo Referência 
Tanzânia Mjengamanyigu (etnia Makonde) 
Ndegamau (etnia Swahili) 
5 
Moçambique Chichangua, mpimpalo, n’qokola, pumbulo, xhilangua (distrito de Maputo) 
Chichangua (distrito de Gaza) 
Libatzondze (distrito de Inhambane) 
Dimbazou (distrito de Manica) 
MuiuaErro! Marcador não definido. (distrito da Zambézia) 
Khala-mavu (distrito de Tete) 
16,17 
África do Sul Ingqowangane, ingqwangane yehlanze, isibhubu, isibulu, isihlangu, umkhozo, 
umquqo, usala, usolo (província de Natal) 
6 
 
 
1.3.6 Estudos botânicos anteriores 
A anatomia e micromorfologia de algumas espécies da família Celastraceaes já foram 
caracterizadas, com o objetivo da seleção de caracteres anatómicos para a identificação das 
espécies.18,19,20,21,22 A estrutura epidérmica e a ontogenia estomática nalgumas espécies da 
família Celastraceae já foi estudada por outros autores.23 A utilização de vários parâmetros 
microscópicos já foi descrita para a identificação de Gymnosporia rothiana (Walp) Lawson, com 
determinação do IE, razão entre parênquima em paliçada e parênquima lacunoso, número de 
ínsulas e número de nervuras.20  
 
1.4 Aspetos etnomédicos e estudos anteriores químicos e biológicos 
Apesar de não existirem dados desta natureza direcionados concretamente para G. arenicola 
Jordaan são apresentados os dados existentes para M. heterophylla (Eckl & Zeyh.) Robson, uma 
vez que de Maytenus heterophylla var. arenaria N. Robson. é considerado sinónimo homotípico 
de G. arenicola Jordaan.  
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1.4.1 Utilização na medicina tradicional 
Os dados etnomédicos disponíveis sobre a utilização da planta na medicina tradicional africana 
por vezes carecem de alguma especificidade, porém tanto a casca, como as folhas e as raízes são 
usadas na medicina tradicional para diversas aplicações. 24  
 
1.4.1.1 Tanzânia 
Na Tanzânia, as folhas de M. heterophylla são usadas no tratamento da dismenorreia.5 O decoto 
das raízes é usado no tratamento de doenças de natureza microbiana, sendo aplicado em 
abcessos, parasitoses helmínticas.25,26 O decoto das raízes é ainda recomendado no tratamento da 
epilepsia, de hérnias e sífilis.25,26 
 
1.4.1.2 Moçambique 
Em Moçambique é recomendada a infusão das folhas verdes de M. heterophylla para o 
tratamento da desinteria (nomeadamente de origem amebiana). Estas folhas piladas são aplicadas 
em feridas e também podem ser misturadas com farinha e água e aplicadas como penso para 
tratamento local da dor. A infusão das folhas é usada no tratamento da tosse.16 
 
1.4.1.3 África do Sul 
Os espinhos de M. heterophylla, misturados com os espinhos de Phoenix reclinata Jacq. e com 
as raízes de Euclea natalensis A. DC. e Capparis tomentosa Lam., são fervidas e posteriormente 
atadas a um instrumento afiado, que é espetado no peito, em caso de pleurisia. Infusões da casca 
são administradas oralmente como eméticos ou sob a forma de enema para o tratamento da 
diarreia. Infusões da folha e da casca são administradas em animais para tratamento da diarreia.6 
 
1.4.2 Outros usos 
M. heterophylla é considerada e usada como fixadora das dunas.16 Para além desse uso, na praia 
da Macaneta esta espécie é usada como arbusto decorativo em jardins.17 O epicarpo verde é 
usado para marcar a pele em tatuagens.16 Os espinhos são empregues como adorno do cabelo, 
como agulhas e outros pequenos instrumentos pontiagudos.16  
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A madeira é muito compacta, dura e pesada, usando para fazer utensílios domésticos, como 
colheres e bancos e também muito apropriada para esculturas e no fabrico de instrumentos 
musicais.16 No Lesoto, a madeira usa-se como lenha e na construção civil.16 
Em certas partes da África Austral, os frutos são usados como alimentos por pessoas e pássaros, 
as folhas e a casca são pastadas por alguns mamíferos selvagens e outros.16 
 
1.4.3 Estudos biológicos 
Recentemente, foi desenvolvido pelo nosso grupo de investigação o estudo in vivo da atividade 
anti-inflamatória per os de um extrato etanólico (70%) das folhas de Gymnosporia arenicola, em 
modelos animais. O extrato demonstrou atividade anti-inflamatória significativa (p < 0,05), em 
rato, no modelo do edema da pata, induzido pelo carragenano. Não foi observada toxicidade 
hepática e renal significativa, a 1200 mg/Kg. O mesmo extrato demonstrou não produzir 
toxicidade aguda hepática e renal significativa em ratinhos.27 Estes resultados são consistentes 
com a utilização de G. arenicola na medicina tradicional africana, nomeadamente no tratamento 
da inflamação.28 
Também foi estudada in vitro, pelo nosso grupo de investigação, a atividade antioxidante de um 
extrato etanólico (70%) das folhas de G. arenicola e frações líquido-líquido obtidas a partir do 
mesmo extrato. A atividade do extrato foi determinada por bioautografia, no extrato etanólico e 
nas frações étereas, acetato-etílicas, n-butanólicas e aquosas e correlacionada com a presença de 
constituintes fenólicos.29,30 
O nosso grupo de investigação também fez um rastreio in vitro da atividade de extratos 
etanólicos de plantas da flora medicinal de Moçambique, incluindo G. arenicola, contra estirpes 
sensíveis e resistentes de Mycobacterium tuberculosis. O estudo da atividade antimicobacteriana, 
por radiometria, abrangeu extratos etanólicos (70%) da raiz, caules e folhas de G. arenicola. Este 
estudo ainda incluiu a localização da atividade nas frações líquido-líquido obtidas a partir do 
extrato etanólico das folhas de G. arenicola.30 
 
1.5 Aspectos químicos 
Para além dos estudos apresentados pelo nosso grupo de investigação, tanto quanto é do nosso 
conhecimento não há quaisquer estudos fitoquímicos reportados visando G. arenicola. No 
entanto, tendo em conta que Maytenus heterophylla var. arenaria N. Robson. é considerado 
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sinónimo homotípico de G. arenicola, e com o objetivo de uma revisão bibliográfica mais 
extensa, são incluídos nesta compilação os estudos publicados relativos também a M. 
heterophylla (Eckl & Zeyh.) Robson. 
 
1.5.1 Metabolitos identificados 
Maytenus heterophylla apresenta classes diversas de metabolitos secundários, isolados em 
diferentes partes da planta e incluindo alcalóides, terpenóides, flavonóides e glucósidos. 
Os três alcalóides identificados até ao momento e representados na Figura 4 apresentam uma 
grande diversidade estrutural, pertencendo à classe dos alcalóides derivados da espermidina 
(celacinina, 1), sesquiterpenos oligo-nicotínicos (heterofilina, 2) e maitansinóides ou 
ansamacrólidos (maitansina, 3). 
 
 
Figura 4. Estruturas dos alcalóides identificados em Maytenus heterophylla 
 
O isolamento de alcalóides derivados da espermidina na espécie em estudo foi reportada, com o 
isolamento da celacinina (1).31 Apesar da importância taxonómica da ocorrência deste tipo de 
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alcalóide na família Celastraceae, não há dados concretos sobre o isolamento e identificação da 
celacinina no córtex de M. heterophylla.6 Posteriormente foi identificado o 1β-acetoxi-9α-
benzoiloxi-2β,6α-dinicotinoiloxi-β-di-hidroagarofurano (2), um éster do ácido nicotínico 
equivocamente designado por heterofilina, a partir do fracionamento cromatográfico de um 
extrato etanólico das folhas de M. heterophylla, através de CC-flash, CC, e CPTLC.32 Nesta 
espécie também foi reportado o isolamento da maitansina (3) a partir dos caules, não havendo 
quaisquer dados sobre o seu isolamento e identificação.6 
O interesse no isolamento e na síntese de alcalóides da espermidina, como a celacinina (2), está 
relacionado com a complexidade estrutural e propriedades terapêuticas atribuídas a estes 
macrociclos,33,34 derivados biossinteticamente derivados da L-Ornitina ou L-Arginina via 
putrescina.35 Um largo espetro de atividade biológica foi atribuído a membros da família das 
poliaminas, onde se incluem propriedades citotóxicas destes compostos.36,37,38,39,40,41 A 
ocorrência e a biossíntese destes estruturas macrocíclicas têm uma distribuição restrita na 
Natureza,42 ocorrendo de forma limitada em famílias vegetais, como a família Celastraceae.31,43  
O isolamento derivado do di-hidro-β-agarofurano, como o alcalóide 2, também é relevante do 
ponto de vista quimiotaxonómico, uma vez que a maioria destes compostos foram isolados e 
identificados na família Celastraceae.44,45,46 
Os oito triterpenóides identificados e representados na Figura 5 são do tipo pentacíclico 
(predominantemente de esqueleto estrutural 6/6/6/6/6, ou também 6/6/6/6/5) e pertencem 
maioritariamente à série do oleano (ácido 3α-hidroxi-2-oxofriedelano-20α-carboxílico, 4; ácido 
maitenfólico, 5; β-amirina, 6; epifriedelanol ou epifriedelinol, 7; e friedelina, 8) e do lupano (lup-
20(29)-eno-1β,3β-diol, 9; e lupeol, 10). Também foram identificados um triterpenóide quinónico, 
a pristimerina (11), isolado a partir da casca da raiz de M. heterophylla.  
O ácido 3α-hidroxi-2-oxofriedelano-20α-carboxílico (4), o ácido maitenfólico (5), a β-amirina 
(6), e o lup-20(29)-eno-1β,3β-diol (9) foram isolados conjuntamente com o 1β-acetoxi-9α-
benzoiloxi-2β,6α-dinicotinoiloxi-β-di-hidroagarofurano (2) a partir do extrato etanólico (96%) 
das folhas de M. heterophylla, seguidos por fracionamento por CC-flash, CC, e CPTLC.32 Não 
há detalhes relativos ao isolamento e identificação do epifriedelanol ou epifriedelinol (7) e da 
friedelina (8) a partir da casca de M. heterophylla, na literatura consultada.6 
O lupeol (10) e a pristimerina (11) foram isolados a partir do córtex da raiz de M. heterophylla, 
submetido a uma partição líquido-líquido com éter dietílico e metanol. A fase orgânica foi 
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posteriormente purificada por CC, inicialmente com sílica gel, sendo as frações resultantes re-
purificadas por CC com sílica RP-C18.
47 
O isolamento da pristimerina em M. heterophylla é particularmente relevante do ponto de vista 
quimiotaxonómico, tendo em conta que os triterpenos quinónicos ocorrem estritamente na 
família Celastraceae, e são por este motivo considerado marcadores quimiotaxonómicos.48 Nesta 
família, a generalidade dos triterpenos identificados até ao momento correspondem à serie do 
friedelano-oleano49 e foi inclusivamente postulada uma relação biogenética entre derivados do 
oleano e triterpenóides quinónicos.50,51,52,53,54 
 
 
Figura 5. Estruturas dos triterpenóides identificados em Maytenus heterophylla 
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No extracto etanólico (96%) das folhas de M. heterophylla foram ainda identificados dois 
flavonóides, pertencentes à classe dos 3-flavanóis, a (-)-epicatequina (12) e a (-)-4’-
metilepigalocatequina (13).32 Em trabalhos anteriores, desenvolvidos pelo nosso grupo de 
investigação, estabeleceu-se o perfil cromatográfico dos flavonóides do extrato etanólico e 
frações líquido-líquido obtidas a partir do extrato etanólico das folhas de G. arenicola.29,30 Na 
literatura encontram-se ainda referências à existência de taninos nesta espécie, não existindo 
dados relativos ao seu isolamento, purificação e elucidação estrutural.16 
Os 3-flavanóis identificados, a (-)-epicatequina (12) e a (-)-4’-metilepigalocatequina (13), foram 
isolados nas frações finais do extrato etanólico das folhas de M. heterophylla, purificados por 
CC-flash.32 
Os dados da caraterização preliminar do extracto por TLC e LC-UV/DAD do extrato etanólico 
das folhas de G. arenicola e respetivas frações líquido-líquido são sugestivas e consistentes com 
a presença de mono- e diglucósidos da luteolina.29,30 
 
 
Figura 6. Estruturas dos flavonóides identificados em Maytenus heterophylla 
 
Na literatura estão descritos ainda dois glucósidos (um monossacarídeo e um dissacarídeo) 
identificados em M. heterophylla, o 2-acetilfenol-1-β-D-glucopiranosil (1→6)-β-D-xilpiranósido 
(14) e o dulcitol (15). Não há dados adicionais sobre o isolamento do dulcitol, na bibliografia 
consultada.16 
O 2-acetilfenol-1-β-D-glucopiranosil (1→6)-β-D-xilpiranósido (14) foi isolados a partir do córtex 
da raiz de M. heterophylla, submetido a uma partição líquido-líquido com éter dietílico e 
metanol. A fase metanólica foi posteriormente purificada por CC, com Sephadex LH-20, sendo 
uma das frações resultantes re-purificada por CC em RP-C18.
47 
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Figura 7. Estruturas dos glucósidos identificados em Maytenus heterophylla 
 
1.5.2 Atividade biológica atribuída aos metabolitos 
Até ao momento foram identificados por outros autores quinze compostos, dotados de um largo 
espetro de atividade biológica, potencialmente justificativos da utilização de G. arenicola (e M. 
heterophylla) num largo espectro de patologias na medicina tradicional africana. 
A celacinina (1) isolada no córtex de Maytenus heterophylla e nas raízes de Tripterygium 
wilfordii Hook, foi inicialmente identificada em Maytenus arbutifolia (Hochst., ex Rich) R. 
Wilczek, sendo descrito este tipo de macrociclo como protótipo quimiotaxonómico da família 
Celastraceae.55 Este composto (1), e outros alcalóides de Tripterygium wilfordii, revelaram 
atividade inseticida marcada.56 O interesse em compostos baseados neste protótipo estrutural, e 
na respectiva síntese via macrolactamização dos seus precursores sintéticos, levou à 
caracterização estrutural de novos derivados, assim como ao desenvolvimento de novas rotas de 
síntese para a sua preparação.57 
O 1β-acetoxi-9α-benzoiloxi-2β,6α-dinicotinoiloxi-β-di-hidroagarofurano (2), isolado pela 
primeira vez em Maytenus heterophylla, revelou-se inactivo contra Candida albicans, 
Cryptococcus neoformans, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.32 
A maitansina (3) isolada e identificada nos caules de Maytenus heterophylla, e originalmente 
identificada em Maytenus serrata, revelou atividade anti-leucémica, em rato e ratinho58 e 
atividade antimicrobiana, nomeadamente contra Penicillium avellaneum UC-4376.59 Este 
composto é um ansamacrólido da classe das ansamicinas, considerados compostos de elevado 
interesse para a indústria farmacêutica, devido à sua potencial atividade antibiótica. Por outro 
lado, a maitansina (e outras ansamicinas) são dotados de elevada citotoxicidade,60,61,62 já foram 
testadas em sistemas experimentais para explorar o seu potencial antitumoral.63,64,65e também 
foram inclusivamente alvo de rastreio em ensaios clínicos.66  
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O ácido 3α-hidroxi-2-oxofriedelano-20α-carboxílico (4) previamente isolado e identificado em 
Austroplenckia populnea Reiss (Celastraceae), revelou atividade antimicrobiana in vitro, com 
valores de MIC compreendidos entre 12,5 e 50 µg/mL Staphylococcus aureus (MIC = 12,5 
µg/mL), Pseudomonas aeruginosa (com uma MIC = 25,0 µg/mL), Crytococcus neoformans 
(com uma MIC de 50 µg/mL) e Candida albicans (com uma MIC = 50 µg/mL).32 
O ácido maitenfólico (5) isolado pela primeira vez em Maytenus arbutifolia (Hochst. ex A.Rich.) 
R.Wilczek,67 mostrou atividade promissora in vivo contra a leucemia linfocítica P-388, em 
ratinhos BDF1.
68 O composto foi também isolado em M. heterophylla e a sua atividade 
antimicrobiana contra C. albicans, C. neoformans, P. aeruginosa e S. aureus destacou-se entre 
os restantes compostos (MIC = 12,5 µg/mL).32 
A β-amirina (6) isolada a partir das folhas de M. heterophylla, já foi previamente identificada em 
numerosas outras espécies vegetais, entre estas M. arbutifolia. Estudos anteriores reportam a 
bioactividade da β-amirina (6), contra microrganismos e na resposta inflamatória, entre outros.69 
O epifriedelanol ou epifriedelinol (7) isolado anteriormente noutra espécie botânica da família 
Celastraceae, como Dillenia papuana Martelli e M. undata (Thunb.) Blakelock, revelou atividade 
anti-tumoral70 e anti-senescência em células primárias humanas.71 
A friedelina (8) isolado anteriormente numerosas espécies vegetais demonstrou um largo 
espectro de actividade biológica, nomeadamente antimicrobiana,72,73,74 antitumoral,75 anti-
inflamatória e antipirética.76 
 O lup-20(29)-eno-1β,3β-diol (9), isolado pela primeira vez  em M. heterophylla, revelou-se 
inativo contra C. albicans, C. neoformans, P. aeruginosa, S. aureus.32 
O lupeol (10), previamente identificado noutras espécies vegetais, revelou um largo espectro de 
atividades biológicas, como agente anti-artrítico, anti-inflamatório, anti-malárico, antitumoral 
quimio- e hepatoprotetor.77 
A pristimerina (11) isolado anteriormente em M. senegalensis (Lam.) Exell, revelou in vitro 
atividade anti-malárica contra estirpes resistentes de Plasmodium falciparum (Dd2), com uma 
IC50 de 0,5 µg.mL
-1. No mesmo estudo, a pristemirina (11), revelou atividade contra 
promastigotas de Leishmania major, com uma IC50 de 6,8 µg.mL
-1 e, na mesma concentração, 
citotoxicidade no modelo de proliferação linfocítica.78 A pristemirina revelou atividade antiviral, 
contra o Cytomegalovirus humano, com uma IC50 de 0,53 µg.mL
-1.47 
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A (-)-epicatequina (12) apresenta um largo espectro de atividades biológicas, entre as quais 
atividade antiviral, antioxidante, redutora dos níveis séricos de colesterol, e potenciadora do 
estado de vasorelaxamento em células de músculo liso.79,80 O consumo de (-)-epicatequina (12) 
parece estar associado com o aumento da resistência ao exercício físico.81,82,83 
A (-)-4’-metilepigalocatequina (13), isolada anteriormente em M. rigida Mart., revelou atividade 
espasmolítica ex vivo em intestino de porquinho-da-Índia.84,85 
O 2-acetilfenol-1-β-D-glucopiranosil (1 → 6)-β-D-xilpiranósido (14) foi isolado pela primeira 
vez em Cynanchum hancockianum (Maxim) AI. Iljinski, no entanto ainda não há estudos 
relativos à sua atividade biológica.86 
O dulcitol (15), um monossacarídeo amplamente distribuído na Natureza, também foi 
anteriormente isolado em M. ebenifolia Reissek. O dulcitol (15) revelou propriedades 
antitumorais interessantes, inibindo a leucemia, sem demonstrar citotoxicidade em células não-
leucémicas.87 
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2 Metodologia 
 
2.1 Reagentes 
Diferentes graus de pureza para os solventes utilizados foram usados de acordo com os requisitos 
de cada métodos de extração ou purificação. Para o efeito, foram usados reagentes comerciais 
Merck, sem qualquer purificação adicional, de grau técnico para os processos extrativos e de 
grau analítico para os processos de purificação. 
A água utilizada para os processos de extração e isolamento foi obtida a partir do sistema de 
purificação UHQ MKII da Elga. 
 
2.2 Material vegetal 
As folhas de Gymnosporia arenicola Jordaan necessárias para o estudo botânico e fitoquímico 
foram colhidas na região de Marracuene (Moçambique) inicialmente em Fevereiro de 2006 por 
Olga Maria Duarte Silva, tendo sido posteriormente recolhidas novas amostras em Março de 
2011 por Elsa Teixeira Gomes. O material vegetal foi posteriormente seco em condições 
controladas de humidade (75 ± 5 %) e temperatura (21 ± 1 ºC), ao abrigo da luz.  
A identificação deste material botânico foi feita inicialmente por Maria Adélia Diniz (Herbário 
LISC, Jardim Botânico Tropical, Lisboa), tendo sido depositado um exemplar voucher sob o 
código O. Silva, s.n., 1.10.2006 no Herbário LISC. A identificação da segunda colheita foi 
também feita por Maria Adélia Diniz, por comparação com o exemplar voucher anteriormente 
depositado e preservado no Herbário LISC (código O. Silva, s.n., 1.10.2006). 
Uma fração do material usado nestes estudos foi preservada em frasco de vidro âmbar 
esmerilado, parafinado e mantido à temperatura ambiente (ao abrigo da humidade e luz).  
 
2.2 Métodos de análise botânica 
2.2.1 Análise macroscópica 
O material vegetal seco (inteiro) foi observado a olho nú e com uma lupa Olympus SZ61, 
acoplada com uma fonte de luz Olympus KL1500LCD e um sistema de registo fotográfico 
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Olympus ColorView IIIu (Tóquio, Japão). O processamento fotográfico foi realizado com 
recurso ao programa Cell^D 2006 Olympus Software (Tóquio, Japão). 
A análise macroscópica visou a observação do aspeto geral do material vegetal quanto às suas 
características de cor, brilho, cheiro, sensibilidade ao tato, textura e venação.  
Para esta análise foram necessárias cerca de 30 folhas adultas. 
 
2.2.2 Análise microscópica em microscópio ótico 
Preparações extemporânea do material vegetal pulverizado, ou em corte histológico transversal 
ou paradérmico, foram observadas num microscópio ótico Olympus CX40 e um sistema de 
registo fotográfico Olympus ColorView IIIu (Tóquio, Japão). O processamento fotográfico foi 
realizado com recurso ao programa Cell^D 2006 Olympus Software (Tóquio, Japão). O material 
a observar foi colocado entre lâmina e lamela, sob o meio de montagem. 
A análise micróscopica foi feita com cerca de 10 réplicas. 
 
2.2.3 Análise microscópica em microscópio eletrónico de varrimento 
O material vegetal foi desidratado e montado num suporte metálico e posteriormente metalizado 
com ouro num metalizador JEOL JS-1200 Fine Coater. A observação foi feita num microscópio 
JEOL JSM-5200LV, com sistema de aquisição direta de imagem, da Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa.  
A microscopia eletrónica de varrimento é correntemente usada para fins análogos ao da 
microscopia ótica, na identificação de microcaracteres com valor diagnóstico para fármacos 
vegetais. O uso da microscopia eletrónica para permite a obtenção de imagens com maior 
resolução, e tridimensionais. Esta técnica é frequentemente utilizada na análise topológica de 
uma grande variedade de materiais e desempenham um papel importante na autenticação de 
matérias-primas, intermediários e produtos acabados de origem vegetal.88  
A análise micróscopica foi feita com cerca de 10 réplicas. 
 
2.2.4 Obtenção de cortes histológicos transversais 
A análise microscópica de fármacos vegetais, tal como é preconizada nas Farmacopeias atuais, 
pressupõe a necessidade da redução do fármaco a pó.89,90,91 No entanto, tendo em conta que o 
processo de pulverização resulta na destruição da maioria dos tecidos e com vista à obtenção de 
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elementos de diagnose botânica, a análise microscópica do fármaco pulverizado costuma ser 
precedida pela elaboração de cortes histológicos.92 
Estes cortes são efetuados normalmente segundo dois planos de orientação, o corte transversal e 
o corte paradérmico (raramente são feitos no plano longitudinal). Este procedimento, não 
previsto nas Farmacopeias, é justificado porque a análise de cortes histológicos permite prever e 
justificar a presença de determinados elementos celulares e eventualmente detetar 
contaminações, resultantes da presença de tecidos que não deveriam figurar no pó de 
determinado fármaco. Desta forma não é de estranhar que se encontrem no campo de observação 
do microscópio algumas células praticamente isoladas e/ou fragmentadas (como acontece com 
elementos do xilema e fibras), resultantes da rebentação dos tecidos.89 
Esta metodologia facilita também a identificação e quantificação de parâmetros fundamentais 
para a análise microscópica de fármacos, e.g. Índice Estomático (IE), proporção entre 
parênquima em paliçada e lacunoso.88 
Para a análise anatómica das folhas fizeram-se cortes histológicos do material hidratado e 
amolecido, em água destilada ou numa solução glicerinada. Os cortes transversais foram 
executados à mão livre, ao nível do terço médio inferior da folha.  
A preconização de cortes histológicos transversais permite analisar a organização do mesófilo e 
facilita a observação detalhada dos feixes vasculares.93 
Montaram-se os cortes transversais, numa solução aquosa de hidrato de cloral (60 %), com o 
objetivo da observação privilegiada de inclusões celulares (cristais de oxalato de cálcio), 
inclusões celulares (idioblastos), assim como de tricomas e a visualização do tecido.92 
Os cortes transversais, também foram usados para a preconização das técnicas histoquímicas. 
 
2.2.5 Obtenção de cortes histológicos paradérmicos 
Com o intuito de verificar o padrão de distribuição de estomas nas faces abaxial e adaxial do 
material vegetal, assim como o tipo de estoma predominante e facilitar o cálculo do índice 
estomático (IE) procedeu-se à realização de cortes histológicos tangenciais. 
 
O índice estomático (IE) foi calculado de acordo com a seguinte fórmula:  
estomasdenúmerosepidérmicacélulasdenúmero
estomasdenúmero
IE



100
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Para cada amostra foram feitas 10 medições numa área da folha correspondente a 1 mm2, de 
acordo com as recomendações da farmacopeia.94 
Os cortes paradérmicos foram efetuados em planos paralelos (ou tangenciais) à lâmina foliar, de 
forma a facilitar a visualização das células epidérmicas e anexos epidérmicos (tricomas e 
estomas). 
 
2.2.6 Obtenção do material vegetal pulverizado 
Com o objetivo de analisar também o fármaco pulverizado, o material vegetal foi moído num 
moinho Christy & Norris. 
O material pulverizado foi montado entre lâmina e lamela, com uma solução aquosa de hidrato 
de cloral. 
 
2.2.7 Procedimentos histoquímicos 
A preconização de reações histoquímicas é uma técnica corrente para detetar a presença de 
determinadas classes químicas no material vegetal, baseada no uso de reagentes cromáticos para 
deteção de conteúdos celulares. A identificação de determinadas estruturas microscópicas (e.g. 
amiloplastos) possibilita e facilita a identificação de matérias-primas de origem vegetal com 
interesse farmacêutico, e por esse motivo as reações histoquímicas são incluídas como elementos 
de diagnose em algumas farmacopeias.95 
Assim, realizaram-se testes histoquímicos com base nas classes de metabolitos secundários já 
descritas para esta espécie, direcionados concretamente para a presença de alcalóides, 
triterpenóides e compostos fenólicos. Para além da pesquisa de conteúdos ergásticos, foi ainda 
realizada a pesquisa de amido e lípidos nos cortes histológicos. 
Para a deteção de alcalóides utilizou-se o reagente de Dittmar96, para os triterpenóides com grupo 
carbonilo usou-se o reagente de Brady97 e para os compostos o-dihidroxifenólicos usou-se o 
cloreto férrico98. Para deteção dos lípidos totais usou-se o Vermelho Sudão III99 e para o amido o 
soluto de Lugol.100 
Todas as reações histoquímicas propostas foram realizados em cortes transversais, procedendo à 
imersão do material vegetal em reagentes específicos, registando-se as alterações respetivas, por 
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comparação com o material não sujeito à reação (para evitar inferências devidas à eventual 
pigmentação natural de compostos), de acordo com as recomendações.101 
 
2.2.7.1 Deteção microquímica de alcalóides 
A deteção de alcalóides foi efetuada a partir do reagente de Dittmar e baseia-se na capacidade 
desta classe de compostos alcalóides formarem precipitados corados (em meio ácido) na 
presença de iodo, na forma de poli-iodetos complexos. 
Os cortes transversais são montados, entre lâmina e lamela, no próprio regente de Dittmar 
durante 5 – 10 minutos, sendo posteriormente lavados rapidamente com água. Os alcalóides 
coram de castanho-avermelhado.  
 
2.2.7.2 Deteção microquímica de triterpenóides 
A presença de triterpenóides contendo grupo carbonilo foi evidenciada com o reagente de Brady 
(dinitrofenil-hidrazina, DNPH). Esta hidrazina reage especificamente com compostos portadores 
de um grupo carbonílico, como cetonas e aldeídos. A reação cromática deve-se à formação de 
dinitrofenil-hidrazonas, resultantes da condensação ou adição-eliminação (adição nucleofílica do 
grupo amina ao grupo carbonílico, seguida da remoção de uma molécula de água).102 
Os cortes transversais são montados numa solução saturada de DNFH em ácido clorídrico (2 N, 
25 ºC), entre lâmina e lamela, e observam-se decorridos 10 minutos, após lavagem rápida com 
água.98 Os triterpenóides coram de vermelho-alaranjado. 
 
2.2.7.3 Deteção microquímica de compostos fenólicos 
A deteção de compostos o-dihidroxifenólicos é realizada através da reação com o cloreto de ferro 
(III). Na presença de sistemas o-dihidroxilo, o ferro (III) forma quelatos, por coordenação aos 
dois grupos hidroxilo fenólicos, em posições orto. 
Os cortes transversais são montados numa solução aquosa de tricloreto de ferro a 10% (m/V), 
entre lâmina e lamela, e observam-se decorridos 10 minutos, após lavagem rápida com água.98 
Os fenóis coram de negro. 
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2.2.7.4 Deteção microquímica de amido 
A identificação de amido é efetuada através da reação com o soluto de Lugol, composto por uma 
solução de iodo com iodeto de potássio (I2KI). A amilose, cadeia disposta em hélice com 6 anéis 
glicopiranósicos de conformação em cadeira, forma um complexo amido-iodo azul-escuro na 
presença de iões iodeto, num processo que parece envolver as formas I3
- e ou I5
-.103As moléculas 
do halogénio dispõem-se ao longo do eixo da hélice sob a forma de um complexo iodo-amilose 
devido a interações dipolares electroestáticas. 
Desta forma os cortes transversais foram montados em soluto de Lugol durante 5 a 10 minutos e 
posteriormente lavados em água. O amido é evidenciado pela coloração azul-escura.98 
 
2.2.7.5 Deteção microquímica de lípidos totais 
Para reconhecer os lípidos nos cortes histológicos, empregam-se habitualmente reagentes 
corantes lipofílicos (e.g. Vermelho Sudão III) que coram os lípidos com a sua própria cor. 
Contudo, esta deteção carece de alguma especificidade e cora de igual modo óleos, ceras, 
essências, substâncias resinosas, látices, e decorridos alguns minutos também a cutina e a 
suberina. 
Os cortes transversais são montados no próprio reagente (solução etanólica de Sudão III, 
temperatura ambiente) entre lâmina e lamela, e observam-se após lavagem hidroetanólica 
decorrido 15-30 minutos. Em simultâneo observaram-se, de igual modo, cortes histológicos não 
sujeitos ao teste histoquímico.98 
 
2.3 Métodos extrativos 
2.3.1 Extração com etanol a 70% 
Após pulverização num moinho Christy & Norris, 90,0 g do material vegetal seco foram 
extraídas até à exaustão e à temperatura ambiente (22 ºC) em etanol 70%. As extrações foram 
feitas na proporção mínima de 10 mL de solvente/g de material vegetal seco. O extrato etanólico 
obtido, após filtração em filtro de placa porosa G4, foi concentrado num evaporador rotativo 
(Büchi R-210, Suiça), até completa remoção de etanol e utilizando uma temperatura inferior a 40 
ºC. O resíduo aquoso, foi seco por liofilização, usando-se para o efeito um liofilizador Heto 
Lyolab 3000 (Heto-Holten A/S, Dinamarca). O extrato liofilizado amorfo assim obtido foram 
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preservados a -20 ºC, até serem posteriormente utilizados no rastreio da atividade antimicrobiana 
contra Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, 
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. 
 
2.3.2 Extração alcaloídica 
Uma solução aquosa de ácido orto-fosfórico (0,1 M; 0,1180 mol) foi adicionada às folhas secas e 
pulverizadas de G. arenicola (114,2 g), com extração assistida por ultrassons durante 5 minutos. 
A solução acídica resultante foi filtrada e precipitada/neutralizada com a quantidade equimolar 
de carbonato de sódio (0,1 M; 0,118 mol). A solução filtrada foi fracionada por extração com 
éter dietílico isento de peróxidos (3 x 100 mL). As fases orgânicas resultantes foram secas em 
sulfato de sódio anidro e evaporadas à secura num evaporador rotativo (Büchi R-210, Suiça) à 
temperatura ambiente, com obtenção do extrato alcaloídico total (5,6585 g).  
 
2.4 Métodos cromatográficos preparativos 
2.4.1 LPLC 
A purificação em LPLC foi efetuada numa coluna Lobar, tamanho B, pré-cheia com LiChroprep 
RP18, 40-63 µm de mesh (Merck). A eluição foi assistida por uma bomba FMI modelo RP-G150 
e um coletor automático de frações, regulado para uma velocidade de fluxo de 2 mL.min-1. 
O extrato alcaloídico total foi dissolvido em metanol (60 %) e subsequentemente fracionado por 
LPLC, usando um sistema metanol-água (60:40, V/V), com obtenção de 3 frações. Cada fração 
foi evaporada à secura num evaporador rotativo (Büchi R-210, Suiça) a uma temperatura inferior 
a 40 ºC.  
A purificação em LPLC foi controladas por TLC, em folhas de alumínio revestidas de Silica gel 
60 F254 ou Silica HPTLC RP18 F254S (Merck), usando como revelador de aspersão o reagente de 
Dragendorff ou iodoplatinato. 
 
2.4.2 CC 
Esta técnica foi utilizada no processo de purificação final de uma das 3 frações isoladas por 
LPLC. A purificação final em CC foi efetuada numa coluna (300 x 15 mm), utilizando como fase 
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estaciona um gel de Sephadex LH-20 (Sigma Chemical Co.) intumescido na fase móvel 
utilizada, um sistema metanol-água (60:40, V/V).  
A fração 3 (50,8 mg) foi redissolvida em metanol (60 %) e posteriormente purificada por 
permeação numa coluna de Sephadex LH-20, usando um sistema metanol-água (60:40, V/V), 
para obtenção de uma fração única. Esta fração foi evaporada à secura num evaporador rotativo 
(Büchi R-210, Suiça) a temperatura inferior a 40 ºC , com o isolamento de (2S)-9-benzoil-2-
fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16. 
A purificação em CC foi controlada por TLC, em folhas de alumínio revestidas de Silica gel 60 
F254 ou Silica HPTLC RP18 F254S (Merck), usando como revelador de aspersão o reagente de 
Dragendorff ou iodoplatinato. 
 
2.5  Métodos biológicos 
2.5.1 Avaliação da atividade antimicrobiana 
O rastreio da atividade antimicrobiana foi realizado na Faculdade de Farmácia da Universidade 
de Lisboa, com colaboração do Dr. Juan Cirera, sob orientação científica da Professora Doutora 
Aida Duarte. 
Para a determinação qualitativa e quantitativa da atividade antimicrobiana prepararam-se 
soluções dos extratos etanólicos liofilizados das folhas de G. arenicola, por dissolução em 
dimetilsulfóxido (10%) à concentração final de 10 mg.mL-1. 
 
2.5.1.1 Microrganismos testados 
Os microrganismos utilizados para este rastreio foram obtidas pela Faculdade de Farmácia da 
Universidade de Lisboa a partir da American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, 
USA) e encontram-se referenciados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Estirpes utilizadas no rastreio da atividade antimicrobiana 
Tipo Microrganismo Referência 
Coco Gram positivo Enterococcus faecalis ATCC 435628 
 Micrococcus luteus ATCC 10240 
 Staphylococcus aureus ATCC 25923 
Bacilo Gram negativo Escherichia coli ATCC 25922 
 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27953 
Levedura Candida albicans ATCC 10231 
 
 
2.5.1.2 Determinação qualitativa 
A avaliação in vitro da atividade antimicrobiana do extrato etanólico foi realizada através do 
método de difusão em meio sólido.  
As bactérias foram cultivadas em placas de Petri contendo meio de agar Mueller-Hinton (Difco.) 
e C. albicans foi cultivada sobre meio de agar casitone (Pasteur). Os halos de inibição foram 
observados à volta de orifícios de 6 mm de diâmetro, contendo 30 µL de solução (equivalente a 
300 µg de extrato etanólico). As placas foram incubadas a 37 ºC durante 24 h. 
Todos os ensaios foram repetidos em triplicado e contra testemunhos de solvente 
(dimetilsulfóxido 10%). 
 
2.5.1.3 Determinação quantitativa 
A determinação quantitativa da atividade antimicrobiana do extrato etanólico foi utilizada pelo 
método da diluição em meio líquido. 
A amostra foi adicionada ao meio líquido Mueller-Hinton, inoculado com a suspensão bacteriana 
correspondente, ou ao meio Yeast Malt Agar, no caso de C. albicans. 
O intervalo de concentrações testado foi de 5000 µg.mL-1 a 48 µg.mL-1. 
Todos os ensaios foram repetidos em triplicado e contra testemunhos de solvente 
(dimetilsulfóxido 10%). 
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2.5.2 Avaliação da atividade antitumoral 
O rastreio da atividade antitumoral do composto isolado 16 foi realizado em colaboração com o 
Centro de Investigação em Ciências da Saúde da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI), 
concretamente com a Doutora Ana Martinho e com a Professora Doutora Ana Paula Duarte. 
Para a determinação quantitativa da atividade antitumoral deste composto, prepararam-se 
soluções do composto isolado 16, obtidas por dissolução em dimetilsulfóxido (10%) com vista à 
obtenção das concentrações finais de 0, 1, 10, 50, 100 e 200 µg.mL-1. 
 
2.5.2.1 Culturas celulares 
As linhas celulares MCF-10A, MCF-7, PNT1A e PC3 foram obtidas pelo Centro de Investigação 
em Ciências da Saúde da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI), a partir da American Type 
Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA) e foram incubadas em frascos de cultura de 75 
ou 150 cm2 em meio apropriado, suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL 
de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina, numa incubadora humidificada com 95 % de ar ⁄ 5 
% de CO2 a 37 °C. As células MCF-10A foram incubadas em meio de William (Sigma-Aldrich, 
Inc., St. Louis, MO, USA) com 10 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) e 5 µg/mL de insulina (Sigma-Aldrich, Inc.); as células MCF-7 foram 
incubadas em meio de Dulbecco modificado por Eagle medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Inc.); e 
as restantes células PNT1A e PC3 foram incubadas em RPMI 1640 com 2 mM de L-glutamina 
(Sigma-Aldrich, Inc.). Após o crescimento celular atingir aproximadamente 90 - 95 % de 
confluência, nos frasco de cultura, as células foram sujeitas a triptinização e inoculadas em 
quadruplicado em placas de 96 poços (10 000 células por poço; Nunc, Apogent, Denmark) e 
deixadas a aderir por 24 - 48 h. Após ser atingida uma confluência de 80 - 90 %, o meio em cada 
poço foi substituído por um meio correspondente desprovido de soro e após 12 h, as células 
foram incubadas com 0, 1, 10, 50, 100 ou 200 µg/mL de composto isolado 16 durante 12, 24, 48 
ou 60 h. 
 
2.5.2.2 Ensaio de viabilidade celular 
A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do brometo de 3-2,5-difenil-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-tetrazólio (MTT; Sigma-Aldrich, Inc.).104 Resumidamente, as réplicas dos ensaios foram 
incubados com uma solução de MTT, a 0.5 mg/mL, num meio desprovido de soro, por 120 - 180 
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minutos a 37 °C. MTT foi transformado num precipitado insolúvel em água, posteriormente 
solubilizado pela adição de 40 mM de HCl em isopropanol. Após 5 minutos de incubação ao 
abrigo da luz, com agitação suave, a solução foi transferida para uma nova placa e a absorvância 
foi medida a 570 nm usando um leitor de microplacas (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Para cada 
ensaio foram feitas 3 réplicas (n = 3). 
 
2.6 Métodos físico-químicos 
Os espectros de RMN de 1H, 13C, DEPT-135, HMBC, HMQC, NOESY e COSY foram obtidos 
num aparelho Bruker Avance 400, operando a 400 MHz) usando o tetrametilsilano (TMS), como 
padrão interno. Os desvios químicos (δ, ppm) indicados foram obtidos à temperatura ambiente e 
em solução de CDCl3. Nas caracterizações efetuadas por RMN de 
1H, indica-se a multiplicidade 
dos sinais e as respetivas constantes de acoplamento (J, Hz). 
Os espectros de massa foram adquiridos num espectrómetro de massa MALDI-TOF, no modelo 
Voyager-DETM PRO Workstation (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), operando com 
um refletor positivo, sem matriz, com calibração externa e operando na gama m/z de 10-500 Da. 
As rotações óticas foram medidas num polarímetro automático Perkin Elmer 241 (l = 0.1 dm), a 
21 ºC, usando o CHCl3 como solvente e sendo o [α]D medido em 10-1 deg.cm2.g-1.  
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3 Resultados 
 
3.1 Estudo botânico 
A análise macroscópica da folha de G. arenicola (Figura 8) revelou uma margem simples e 
inteira, apresentando uma coloração verde-pálida, com uma lâmina oblonga ou ovada a obovada. 
Verificou-se que o ápice da folha era redondo a emarginado, com base cuneada. Observou-se 
uma margem coriácea, revoluta, inteira a irregularmente serrilhada, com um pecíolo curto. 
Constatou-se que a superfície da folha era aparentemente glauca, glabra, coriácea a subcoriácea. 
Na superfície abaxial da folha a venação e a nervura central revelaram-se mais proeminentes. 
 
  
Figura 8. Folhas de Gymnosporia arenicola, observadas a olho nú e à lupa, evidenciando uma folha peciolada, simples e inteira, 
com limbo oblongo ou ovado a obovado e com margem inteira a irregularmente serrulada. (A) Observação a olho nú, com vista 
da superfície adaxial e abaxial da folha, à esquerda e à direita, respetivamente. (B) Observação à lupa de detalhes da margem 
foliar (seta). Escala gráfica: A = 1 cm. Ampliação: B = 4x. 
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A análise dos cortes transversais da folha de G. arenicola (Figura 9), em microscopia ótica, 
mostrou a existência de uma organização assimétrica do mesófilo, constituído por 3 – 5 camadas 
de parênquima em paliçada (Figura 9A) e várias camadas de parênquima esponjoso, com uma 
razão entre parênquima esponjoso e parênquima em paliçada de 0,60. As epidermes superior 
(Figura 9B) e inferior (Figura 9C-E) revelaram ser unisseriadas e revestidas por uma camada 
espessa de cutícula lisa. Foram observados idioblastos cristalíferos contendo drusas de oxalato de 
cálcio, numa camada de células hipodérmicas claramente diferenciada e observada 
imediatamente abaixo da epiderme superior (Figura 9B). A análise das células do parênquima em 
paliçada revelaram uma forma e disposição colunares, com o seu eixo maior perpendicularmente 
orientado para a epiderme superior, com paredes lisas, distintamente espessadas e pontuadas 
(Figura 9B). As células da epiderme inferior apresentam grandes semelhanças com as da 
epiderme superior, apresentando menores dimensões, e com estrias na cutícula por vezes menos 
marcadas (Figura 9C). Foram igualmente observadas células do parênquima esponjoso de forma 
irregular (Figura 9D), paredes das células epidérmicas contendo papilas de pequenas dimensões 
(Figura 9E). Tricomas tetores multicelulares unisseriados são observados ocasionalmente (Figura 
9F). 
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Figura 9. Principais caraterísticas dos cortes transversais da folha de G. arenicola. (A) Pormenor da lâmina foliar, evidenciando 
a organização assimétrica do mesófilo, constituído por 3 camadas de parênquima em paliçada, e a constituição do clorênquima 
(formado por 60 % de parênquima esponjoso. (B) Pormenor da cutícula espessa visível na epiderme superior, idioblastos 
cristalíferos contendo drusas de oxalato de cálcio na hipoderme (seta) e ocorrência de paredes espessas e perfuradas no 
parênquima em paliçada. (C) Pormenor dos idioblastos cristalíferos contendo drusas de oxalato de cálcio visíveis no parênquima 
lacunoso (seta) e da cutícula espessa, caraterísticas da epiderme inferior. (D) Pormenor do parênquima lacunoso com células 
irregulares a ocorrer na epiderme inferior e alguns estomas, e respetiva camara sub-estomática (seta). (E) Pormenor das células 
papiladas observadas na epiderme inferior (seta). (F) Pormenor de tricoma tetor multicelular unisseriado, visível na epiderme 
inferior (seta). Escala gráfica: A = 100 µm; B-F = 50 µm. 
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Os cortes histológicos efectuados ao nível da nervura central da folha (Figura 10) revelaram a 
presença de um um feixe vascular anficrival, fechado e colateral com o xilema, rodeado por uma 
bainha descontínua de esclerênquima. O floema revelou estar disposto em posição externa em 
relação ao xilema, estando voltado para a epiderme inferior (superfície abaxial) e o xilema 
voltado para a epiderme superior (superfície adaxial). Observou-se ainda um colênquima 
desenvolvido e angular, na proximidade de ambas as epidermes e presença de drusas de oxalato 
de cálcio no floema. 
 
 
Figura 10. Principais caraterísticas dos cortes transversais da folha de G. arenicola observados em microscopia ótica (A) e em 
microscopia eletrónica de varrimento (B), revelando detalhes ao nível da estrutura da nervura central (C). Pormenor das drusas de 
oxalato de cálcio, próximas do floema, facilmente observáveis em microscopia ótica (seta). Escala gráfica: A e B = 100 µm; C = 
50 µm. 
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Os idioblastos cristalíferos, contendo drusas de oxalato de cálcio, foram observados na 
hipoderme (Figura 9A e B), colênquima e próximo do floema (Figura 9C e 10A). 
A análise da superfície da folha (Figura 11), observada em microscopia ótica e eletrónica de 
varrimento, revelou a presença uma cutícula ligeiramente sinuosa em ambas as epidermes 
(Figura 11A, C e F), uma epiderme superior composta por células poligonais a retangulares de 
parede lisa, distintamente pontuada, sendo visível nalgumas células corpos brilhantes peculiares 
(Figura 11B), uma distribuição aleatória de estomas (Figura 11C), e uma epiderme inferior com 
células morfologicamente semelhantes às da epiderme superior, mas de menor tamanho e com 
estrias menos evidentes (Figura 11D). Foi observado um anel de 4 – 6 células subsidiárias em 
redor de estomas anomocíticos (Figura 11D), ocorrendo estes com maior frequência que os 
estomas paracíticos (Figura 11E). 
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Figura 11 Vista superior da folha de G. arenicola, em microscopia eletrónica de varrimento (A,C,E) e microscopia ótica (B, D, 
F). (A) Pormenor da epiderme superior, revelando a morfologia das células epidérmicas e cutícula. (B) Células epidérmicas de 
parede lisa, distintamente sulcadas, e corpos brilhantes em algumas células. (C) Epiderme inferior, mostrando distribuição 
aleatória de estomas. (D) Epiderme inferior, com um estoma anomocítico. (E) Epiderme inferior, revelando uma cutícula 
ligeiramente sinuosa. (F) Epiderme inferior contendo um estoma paracítico e um anomocítico. Escala gráfica: A-C e E-F = 50 
µm; D = 100 µm. 
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Na Tabela 3 são apresentados os parâmetros macro- e microscópicos da análise das folhas de G. 
arenicola quantificados no presente estudo e considerados relevantes para a respetiva diagnose 
botânica. 
 
Tabela 3. Parâmetros quantitativos macro- e microscópicos da folha de G. arenicola 
Estrutura Dimensão Média Desvio padrão 
Lâmina  Comprimento 5,8 cm 1,0 
 Largura 2,6 cm 0,2 
Cutícula Espessura 5,30 µm 0,67 
Idioblastos cristalíferos Diâmetro 23,04 µm 5,84 
Epiderme superior Comprimento 16,24 µm 0,77 
Altura 30,13 µm 2,58 
Hipoderme Comprimento 33,54 µm 4,53 
 Altura 26,63 µm 2,65 
Epiderme inferior Comprimento 15,25 µm 1,11 
Altura 32,25 µm 4,83 
Parênquima em paliçada Comprimento 50,30 µm 4,96 
Altura 19,88 µm 0,76 
Parênquima lacunoso Comprimento 33,14 µm 1,91 
Altura 34,83 µm 2,30 
Células papiladas Altura 4,00 µm 0,40 
Tricomas tetores Comprimento 27,00 µm 4,10 
 
A observação do pó resultante da pulverização das folhas secas de G. arenicola revelou uma 
coloração esverdeada e a análise microscópica do material vegetal pulverizado confirmou a 
presença das estruturas supramencionadas, sendo os elementos mais frequentemente observados 
os idioblastos cristalíferos contendo drusas de oxalato de cálcio nas células hipodérmicas (Figura 
12A), no parênquima esponjoso (Figura 12B) e sobre as nervuras e áreas insulares (Figura 12C). 
A ocorrência de outros elementos caraterísticos, tais como estomas anomocíticos e paracíticos, e 
fragmentos de epiderme contendo corpos brilhantes nas células da região estomática (Figura 
9D), fragmentos da epiderme inferior contendo pequenas papilas (Figura 12E) e fragmentos de 
tecido vasculares contendo fibras de esclerênquima (Figura 12F). 
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Figura 12. Principais caraterísticas microscópicas do pó das folhas de G. arenicola. Drusas de oxalato de cálcio inseridas em 
idioblastos cristalíferos na hipoderme (A) e no parênquima lacunoso (B), sobre as fibras vasculares e nas zonas insulares (C). (D) 
Estomas anomocíticos e paracíticos num fragmento da epiderme, e corpos brilhantes. (E) Célula papilada localizada ao lado de 
um estoma. (F) Fragmento de fibras de esclerênquima. Escala gráfica: A, B e F = 50 µm; C, D e F = 100 µm. 
 
Na Figura 13 são ilustrados os elementos microscópicos caraterísticos de G. arenicola, vistos em 
cortes paradérmicos, transversais e no material vegetal pulverizado. 
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Figura 13. Ilustração esquemática das características microscópicas da folha de G. arenicola. Pormenor da epiderme adaxial (A) 
e abaxial (B). (C) Aspeto geral do corte transversal. Fragmentos da epiderme adaxial (D) e abaxial (E). Fragmentos do 
clorênquima, contendo parênquima lacunoso (F) e em paliçada (G). (H) Drusas de oxalato de cálcio isoladas. Escala gráfica: A, 
B, D, E = 50 µm; C, F-H = 100 µm. Ilustração do autor. 
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Os resultados da localização histoquímica in situ de alcalóides, o-di-hidroxifenóis, terpenóides 
carbonilados, lípidos totais e amido são apresentados na Tabela 4 e na Figura 14. 
 
Tabela 4. Dados histoquímicos relevantes para localização de alguns dos constituintes da folha de G. arenicola 
Reagente cromático Deteção Coloração Localização 
Cloreto férrico o-Di-hidroxifenóis Castanho escuro-preto Mesófilo 
Reagente de Dittmar Alcalóides Castanho Mesófilo 
2,4-DNPH Terpenóides carbonilados Vermelho-laranja Colênquima, nervura 
central e vesículas 
Vermelho de Sudão III Lípidos totais Vermelho Epiderme e cutícula 
Soluto de Lugol Amido Azul escuro Mesófilo 
 
Os alcalóides foram detetados pelo aparecimento de conteúdo celular acastanhado nas células 
próximas das nervuras e nas células parenquimatosas (Figura 14B). A presença de o-di-
hidroxifenóis foi confirmada pelo aparecimento da coloração castanha escura ao nível das células 
do mesófilo (Figura 14D). Os terpenóides carbonilados foram identificados pelo aparecimento da 
coloração vermelho-alaranjada no colênquima (Figura 14F) e em vacúolos nas células do 
mesófilo (Figura 14H). Os amiloplastos foram detetados pelo aparecimento da coloração azul no 
mesófilo. Os lípidos totais foram confirmados nas células epidérmicas e cutícula, pelo 
aparecimento da coloração avermelhada (Figura 14J). As Figuras 14A, C, E, G, I e K mostram os 
controlos negativos para os testes histoquímicos usados, respetivamente. 
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Figura 14. Localização histoquímica das principais classes de constituintes em cortes transversais da folha de G. arenicola. (A), 
(C), (E), (G), (J), (K) Controlo negativo; (B) Deteção de alcalóides; (D), (F) Deteção de o-di-hidroxifenóis; (J) Deteção de amido; 
(L) Deteção de lípidos totais. Escala gráfica: A, B, K, L = 100 µm; C-J = 50 µm. 
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3.2 Estudo químico 
3.2.1 Métodos extrativos e isolamento de um dos constituintes 
Para a preparação do extrato etanólico (70%) das folhas de G. arenicola foram utilizadas 11,100 
L de solvente, para 90,0 g de material pulverizado, ao que corresponde um rendimento do 
processo extrativo de 20%. 
Para a extração alcaloídica das folhas de G. arenicola foram utilizadas 114,2 g de material 
pulverizado, com um rendimento de 5% (em alcalóides totais). Do isolamento do extrato 
alcaloídico foram obtidas 50,8 mg da fração 3, cuja purificação final rendeu 7,8 mg de composto 
puro 16, suficientes para a sua caracterização estrutural completa e avaliação biológica. 
 
3.2.2 Identificação estrutural de um dos constituintes 
O composto 16 foi isolado sob a forma de um sólido castanho amorfo e apresentou um desvio 
polarimétrico de -13,27 (c 0,9, CHCl3). 
O espetro de massa revelou um pico base a m/z 416,1712 correspondente ao pico 
[M+Na]+(Figura 16). 
 
 
Figura 15. Espetro de massa do composto 16 
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Na Figura 16 é apresentado um espetro de RMN de 1H do composto 16, com uma expansão na 
região aromática e outra expansão na região alifática, com a atribuição dos assinalamentos 
respetivos. A análise da multiplicidade dos sinais e as respetivas constantes de acoplamento são 
apresentadas na Tabela 3. 
 
 
Figura 16. Espetro de RMN de 1H do composto 16 
 
Na Figura 17 é apresentado um espetro de RMN de 13C do composto 16, com uma expansão na 
região aromática e outra expansão na região alifática, com a atribuição dos assinalamentos 
respetivos. A análise deste espetro de 13C é apresentada na Tabela 5. 
H-2’’’,6’’’ H-3’’’,4’’’,5’’’
H-2’,3’,4’,5’,6’
NH
NCH3
H-2
H-6a
H-8a
H-10a,b
H-6b
H-8b,3a
H-13a
H-3b,13b
H-7a,7b,11a,
11b,12a,12b
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Figura 17. Espetro de RMN de 13C do composto 16 
 
Na Figura 18 é apresentado um espetro de DEPT-135 do composto 16, onde é visível o 
assinalamento do metino alifático (δC 67,87 ppm) e do grupo metilo (δC 43,59 ppm). 
 
C-4
C-1’’
C-1’
C-1’’’ C-2
C-13
C-6
C-8
NCH3
C-4’’’
C-3’’’,5’’’ C-2’,6’
C-3’,5’
C-4’
C-2’’’,6’’’
C-3
C-10 C-7 C-11
C-12
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Figura 18. Espetro de RMN de DEPT-135 do composto 16 
 
Na Figura 19 é apresentada uma projeção interna de HSQC, onde são visíveis algumas 
conectividades importantes do composto 16 para atribuição dos assinalamentos de todos os 
protões e carbonos alifáticos. 
 
C-2
NCH3
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Figura 19. Projeção interna de HSQC do composto 16 
 
Na Figura 20 é apresentada uma projeção interna de HMBC, com uma expansão, onde são 
visíveis algumas conectividades importantes do composto 16 para atribuição dos assinalamentos 
de carbonos aromáticos e alifáticos, a partir dos protões correspondentes. 
 
NCH3
H-6a
H-8a
H-10a,b
H-6b
H-8b,3a
H-13a
H-3b,13b
H-7a,7b,11a,
11b,12a,12b
C-2
C-6
H-2
C-13
C-8NCH3
C-3
C-10
C-7
C-11,12
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Figura 20. Projeção interna de HMBC do composto 16 
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Tabela 5. Dados espectroscópicos de RMN de 13C, 1H e HMBC da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 
1 (400 MHz, CDCl3) 
Posição δC, tipo δH, (J, em Hz) HMBC* 
Unidade espermidina 
N-CH3 43,59; CH3 2,19 s 2; 13 
2 67,88; CH 3,93 d (11,2) 4 
3a; 3b 41,01; CH2 3,07 t (12,1), 2,45 m 2; 4 
4 173,72; C - - 
5 - 6,85 br s - 
6a; 6b 48,53; CH2 3,78 t (12,1); 3,24 d (15,3) 8 
7a; 7b 30,10; CH2 1,61-1,71 m - 
8a; 8b 46,05; CH2 3,58-3,63 m; 3,13-3,16 m 6 
10a; 10b 39,56; CH2 3,47 d (5,0) 1’’; 12 
11a; 11b 26,10; CH2 1,61-1,71 m - 
12a; 12b 25,75; CH2 1,61-1,71 m - 
13a; 13b 50,91; CH2 2,92 m; 2,38-2,49 m - 
Unidade fenílica 
1’ 141,65; C - - 
2’; 6’ 128,32; CH 7,16-7,27 m 2 
3’; 5’ 127,50; CH 7,16-7,27 m 1’ 
4’ 127,17; CH 7,16-7,27 m - 
Unidade benzoílica 
1’’ 167,48; C - - 
1’’’ 134,71; C - - 
2’’’; 6’’’ 127,04; CH 7,78 d (7,4) 1’’ 
3’’’; 5’’’ 128,43; CH 7,30-7,41 m 1’’’ 
4’’’ 131,20; CH 7,30-7,41 m - 
*Conectividades de HMBC, otimizadas para 6 Hz, de protões que se correlacionam com o carbono indicado 
 
3.3 Estudos biológicos 
3.3.1 Avaliação da atividade antimicrobiana 
Os resultados do rastreio da atividade antimicrobiana revelaram que os microrganismos testados 
(Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas 
aeruginosa e Staphylococcus aureus) não apresentam suscetibilidade do extrato etanólico de G. 
arenicola, para a gama de concentrações testada (48-5000 µg). 
  
49 
 
3.3.2 Avaliação da atividade antitumoral 
Na Tabela 6 são apresentados os resultados da avaliação da atividade citotóxica nas células 
PNT1A, com concentração e períodos de incubação crescentes. 
 
Tabela 6. Percentagem de células viáveis em relação aos controlos ± desvio padrão nas células PNT1A dependendo da 
concentração do composto 16 (µM) e período de incubação (h) 
 PNT1A 
Incubation (h) 0 µM 1 µM 10 µM  50 µM 100 µM 200 µM 
12 100.0 91.5 ± 3.8* 86.1 ± 5.0* 78.0 ± 2.9* 72.8 ± 5.1* 62.6 ± 3.7* 
24 100.0 95.7 ± 2.5* 96.5 ± 2.0* 84.5 ± 1.8* 66.6 ± 3.4* 53.3 ± 1.8* 
48 100.0 98.7 ± 2.3 89.4 ± 1.9* 92.0 ± 4.2* 52.1 ± 2.3* 35.4 ± 0.7* 
60 100.0 95.8 ± 5.1 105.2 ± 5.2 103.6 ± 2.5 55.2 ± 1.6* 37.3 ± 1.2* 
*Valores correspondentes para p < 0.05 
 
Na Tabela 7 são apresentados os resultados da avaliação da atividade citotóxica nas células PC3, 
com concentração e períodos de incubação crescentes. 
 
Tabela 7. Percentagem de células viáveis em relação aos controlos ± desvio padrão nas células PC3 dependendo da concentração 
do composto 16 (µM) (µM) e período de incubação (h) 
 PC3 
Incubação (h) 0 µM 1 µM 10 µM 50 µM 100 µM 200 µM 
12 100.0 91.5 ± 2.5* 81.3 ± 3.0* 83.8 ± 2.7* 76.4 ± 3.5* 65.2 ± 5.2* 
24 100.0 98.0 ± 1.2 94.4 ± 1.7* 96.7 ± 5.4 90.7 ± 3.4* 75.3 ± 3.6* 
48 100.0 86.6 ± 2.8* 71.7 ± 2.2* 78.9 ± 3.7* 70.4 ± 1.8* 60.9 ± 1.8* 
60 100.0 90.6 ± 0.9* 85.3 ± 4.9* 76.8 ± 0.5* 71.1 ± 5.1* 61.1 ± 1.5* 
*Valores correspondentes para p < 0.05 
 
Na Figura 21 é apresentado um gráfico com a comparação dos resultados da viabilidade celular 
de células da próstata, em linhas celulares cancerígenas e não cancerígenas. 
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Figura 21. Citotoxicidade produzida pelo composto 16 nas células PNT1A e PC3. A viabilidade celular foi expressa como 
percentagem relativa de células viáveis tratadas com o composto 16 (µM), por comparação com os controlos (células não 
tratadas) dependendo da concentração (µM) e período de incubação (h). Os dados são expressos em média aritmética ± desvio 
padrão de três ensaios independentes. 
 
Na Tabela 8 são apresentados os resultados da avaliação da atividade citotóxica nas células 
MCF10A, com concentração e períodos de incubação crescentes. 
 
Tabela 8. Percentagem de células viáveis em relação aos controlos ± desvio padrão nas células MCF10A dependendo da 
concentração do composto 16 (µM) (µM) e período de incubação (h) 
 MCF10A 
Incubation (h) 0 µM 1 µM 10 µM  50 µM 100 µM 200 µM 
12 100.0 112.0 ± 2.1* 100.7 ± 9.9 97.8 ± 10.5 94.4 ± 4.9* 81.8 ± 2.9* 
24 100.0 121.3 ± 13.9* 107.5 ± 7.1 92.1 ± 7.6 71.4 ± 8.6* 56.7 ± 1.9* 
48 100.0 119.3 ± 2.6* 103.4 ± 2.5 99.5 ± 6.5 82.0 ± 2.6* 54.0 ± 5.0* 
60 100.0 110.8 ± 2.1* 95.6 ± 2.7 93.9 ± 5.9* 62.6 ± 3.4* 26.2 ± 3.6* 
*Valores correspondentes para p < 0.05 
 
Na Tabela 9 são apresentados os resultados da avaliação da atividade citotóxica nas células 
MCF7, com concentração e períodos de incubação crescentes. 
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Tabela 9. Percentagem de células viáveis em relação aos controlos ± desvio padrão nas células MCF10A dependendo da 
concentração do composto 16 (µM) e período de incubação (h) 
 MCF7 
Incubação (h) 0 µM 1 µM 10 µM 50 µM 100 µM 200 µM 
12 100.0 91.0 ± 4.5* 87.2 ± 5.6* 75.2 ± 6.3* 65.4 ± 3.4* 54.3 ± 2.2* 
24 100.0 108.6 ± 4.2* 107.6 ± 5.4 92.0 ± 3.0* 80.2 ± 4.9* 51.4 ± 9.8* 
48 100.0 107.8 ± 1.3* 99.0 ± 3.4 89.8 ± 3.2* 82.2 ± 0.9* 32.7 ± 1.6* 
60 100.0 97.5 ± 4.1 93.6 ± 2.2* 87.2 ± 7.2* 67.9 ± 5.4* 19.3 ± 0.8* 
*Valores correspondentes para p < 0.05 
 
Na Figura 22 é apresentado um gráfico com a comparação dos resultados da viabilidade celular 
de células de tecido mamário, em linhas celulares cancerígenas e não cancerígenas. 
 
 
Figura 22. Citotoxicidade produzida pelo composto 16 nas células MCF10 e MCF7. A viabilidade celular foi expressa como 
percentagem relativa de células viáveis tratadas com (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 1, por 
comparação com os controlos (células não tratadas) dependendo da concentração (µM) e período de incubação (h). Os dados são 
expressos em média aritmética ± desvio padrão de três ensaios independentes 
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4 Discussão dos resultados 
 
4.1 Estudo botânico 
As características microscópicas das folhas de G. arenicola estão em concordância com a 
descrição de Jordaan e van Wyk,1 e permitem a fácil distinção de Gymnosporia senegalensis 
(Lam.) Loes. Estas características distintivas são particularmente relevantes devido à aparente 
semelhança anatomo-morfológica entre estas espécies medicinais, pelo facto de ambas 
coexistirem em algumas regiões geográficas e por terem usos etnomédicos comuns.105 A 
coexistência de ambas as espécies nos mercados tradicionais podem estar na origem de eventuais 
adulterações ou contaminações vegetais e conduzir a erros na identificação da espécie na 
população.  
A análise microscópica da folha de G. arenicola revelou a presença de uma cutícula estriada e 
papilosa. A presença de papilas é útil para fins de diagnose botânica e serve propósitos 
taxonómicos nas Celastraceas.4 A observação de uma cutícula espessa e conspícua, a revestir a 
epiderme é um caracter anatómico previamente reportado na família Celastraceae e 
concretamente no género Gymnosporia.106 Esta característica já foi estudada particularmente em 
algumas espécies da família Celastraceae, e.g. Maytenus boaria,107 M. ilicifolia,108 M. oleoides109 
e M. rigida.110 De acordo com os autores anteriores, a cutícula para alem de prevenir a perda de 
água contra a evaporação descontrolada e evitar o colapso durante o processo de desidratação, 
tem valor taxonómico e pode ser usada para fins de diagnose botânica. A presença de papilas é 
útil para fins de identificação botânica, no entanto os nossos resultados não estão de acordo com 
as observações de Jordaan e van Wyk4 para a secção Buxifoliae Jordaan do género Gymnosporia. 
Nesta secção Buxifoliae não é esperada a presença de papilas, com algumas exceções (e G. 
arenicola não é mencionado como exceção). 
A presença de colênquima angular entre a epiderme superior nesta espécie, já foi reportada 
noutras espécies deste género botânico, e.g. G. rothiana.20 
Como foi mencionado anteriormente, ocorre uma camada claramente diferenciada de células 
hipodérmicas de parede espessa, e esta característica é consistente com as observações de 
Jordaan e van Wyk.4 
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Os idioblastos cristalíferos contendo drusas de oxalato de cálcio ocorrem frequentemente na 
hipoderme e clorênquima. O padrão de distribuição destes idioblastos está de acordo com as 
observações de Jordaan e van Wyk.4 De acordo com Metcalfe e colaboradores, estes cristais de 
ocorrem frequentemente na família Celastraceae, nomeadamente nos géneros Elaeodendron, 
Catha e Maytenus.20,105 
Por outro lado, diferentes funções biológicas foram atribuídas aos idioblastos cristalíferos, 
nomeadamente o armazenamento do ião cálcio, a prevenção da acumulação tóxica de oxalato, o 
suporte mecânico dos tecidos e a proteção contra herbívoros.111 
Os estomas anomocíticos e paracíticos estão presentes nesta espécie tal como anteriormente 
descrito noutras espécies do género Maytenus.109 Os estomas anomocíticos já foram descritos no 
género Gymnosporia.20 
A observação de tricomas tetores muticelulares unisseriados nesta espécie, não está de acordo 
com as características descritas por Jordaan e van Wyk4 para a secção Buxifoliae. A presença 
destas estruturas não é esperada na secção Buxifoliae, com algumas exceções (e G. arenicola não 
está incluído nas exceções previstas). A ocorrência de tricomas tetores não é frequente na família 
Celastraceae.20 
O mesófilo apresenta uma organização dorsiventral e a nervura central apresenta um feixe 
vascular anficrival e colateral. Metcalfe e Chalk106 indicaram a presença de mesófilos 
dorsiventrais e isobilaterais em Gymnosporia spp. A observação de um mesófilo dorsiventral 
esta de acordo com as conclusões de Jordaan e van Wyk4 para a seção Buxifoliae. 
Os resultados histoquímicos sugerem a presença de o-di-hidroxifenóis, terpenóides carbonilados, 
alcalóides, lípidos totais e amido. A deteção e localização in situ de alguns destes constituintes 
podem ser parcialmente correlacionado com o isolamento de alguns compostos pertencentes a 
estas classes, descritos em estudos fitoquímicos anteriores.32 
A análise histoquímica dos cortes transversais permitiu a identificação dos lípidos totais na 
cutícula e na superfície das células epidérmicas, terpenóides carbonilados em células do 
colênquima nas proximidades da nervura central e alcalóides, o-di-hidroxifenóis e grãos de 
amido no mesófilo foliar. 
A deteção de fenóis confirma a presença de células taníferas na secção Buxifoliae.4 Metcalfe e 
Chalk106 observaram a presença de células de armazenamento de compostos fenólicos no 
mesófilo de espécies pertencentes ao género Cassine, Euonymus, Gymnosporia, Maytenus, 
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Microtropis, Myginda, Pachystima, Siphonodon, Wimmeria e Zinowiewia. De acordo com 
Beckman estas células especializadas, distribuídas na generalidade dos tecidos, sintetizam e 
armazenam os compostos fenólicos nos seus vacúolos durante o processo normal de 
diferenciação celular.112 Propriedades antimicrobianas envolvendo a inibição de enzimas 
extracelulares, fosforilação oxidativa ou privação dos substratos necessários ao crescimento 
microbiano são atribuídas aos compostos fenólicos, nomeadamente aos taninos.113 
De acordo com Metcalfe e Chalk114 a análise histoquímica é muito interessante para a anatomia 
sistemática, uma vez que estes estudos acrescentam frequentemente padrões de distribuição 
celular distintivos/restritivos e contribuem para descrever relações filogenéticas entre membros 
de um determinado grupo. 
 
4.2 Estudo químico 
O rendimento obtido em ambos processos extrativos está de acordo com os rendimentos 
esperados, tendo em conta a natureza dos extratos.  
A obtenção de apenas 7,8 mg do composto 16, está relacionada provavelmente com perdas nos 
processos de purificação e com a eventual (e muito pouco provável) degradação do composto 
isolado. Tendo em conta que o composto isolado foi identificado pela primeira vez, não há dados 
na literatura que justifiquem essa perda, no entanto a sua estrutura deixa antever dificuldades no 
seu isolamento. 
Foi isolado um novo alcalóide macrocíclico a partir do extrato alcaloídico das folhas 
pulverizadas de Gymnosporia arenicola por LPLC e CC. A elucidação estrutural deste novo 
alcalóide permitiu a identificação inequívoca de um novo derivado quiral da espermidina, 
designado por (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 1. A estrutura e a 
numeração do composto é apresentada na Figura 23. 
 
 
Figura 23. Estrutura e numeração da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 
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A (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 foi obtida na forma de um 
amorfo acastanhado e com um odor característico. A fórmula molecular do composto foi 
deduzida a partir dos dados de HR-MS e da RMN de 13C, como C24H31N3O2. 
A interpretação inicial do RMN de 1H e 13C RMN indicou que o composto posteriormente 
identificado como (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 continha 
onze metinos (dez aromáticos e um alifático), oito metilenos e um metilo. Quatro carbonos sp2 
(dois carbonílicos e dois aromáticos) foram revelados no espetro de RMN de 13C e a sua ausência 
foi observada no espetro de DEPT-135, o que confirma a sua presença na estrutura do alcalóide 
isolado. A identificação dos grupos metino e metilo, na região alifática do espetro de RMN de 
13C, foi facilitada pelo espetro de DEPT-135. As correlações a longa distância (H-2→C-4; H-
2’’’,6’’’→C-1’’; H-3’,5’→C-1’; H-3’’’,5’’’→C-1’’’), observadas no espetro de HMBC 
permitiram os assinalamentos dos quatro carbonos quaternários, as quais eram consistentes com 
as correlações a curta distância do espetro de HMQC. 
A ausência de carbonos sp2 adicionais (e/ou carbonos sp) nos dados monodimensionais de RMN, 
sugerem a presença de dois anéis aromáticos monossubstituídos e um macrociclo monocíclico, 
cujo número de carbonos restante é sugestivo de uma unidade espermidina. A presença de dois 
anéis aromáticos monossubstituídos foi sugerida pelos sinais a δH 7,16 – 7,77 ppm, mas os 
desvios químicos e a multiplicidade dos sinais de um desses anéis eram indicativos da presença 
de uma unidade benzoilo. A presença de um grupo sacador de eletrões no anel aromático é 
responsável pela redução da densidade eletrónica e condiciona o aparecimento das ressonâncias 
dos protões em posição orto a campo mais baixo. Este fenómeno de RMN, apresentado na 
Figura 24, facilita a diferenciação dos sinais das unidades benzoilo e fenilo. 
 
 
Figura 24. Efeito de ressonância na unidade benzoilo 
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A presença da unidade benzoilo foi confirmada pelas correlações de HMBC. O carbono 
carbonílico a δC 167.48 ppm foi atribuído ao carbono C-1’’ baseado na correlação supracitada 
com os protões H-2’’’,6’’’. Os restantes carbonos aromáticos foram assinalados com base nas 
correlações de HMBC e os protões correspondentes assinalados com base nas correlações de 
HMQC. A correlação entre H-2’’’,6’’’ e H-3’’’,5’’’ presente nas conectividades evidentes no 
espectro COSY confirmou o assinalamento destes protões na unidade benzoilo. Os restantes 
protões aromáticos a δH 7.16-7.27 (m, 5H) foram atribuídos à unidade fenilo e confirmados pelas 
correlações de HMBC. 
Os restantes protões alifáticos foram atribuídos às ressonâncias de uma unidade espermidina 
monocíclica. O assinalamento desses protões foi possível com base na correlação H-2→C-4 
supramencionada e pela confirmação de correlações de HMBC adicionais com os restantes sinais 
(N-CH3→C-2, C-13; H-3→C-2,C-4; H-6→C-8; H-8→C-6; H-10→C-11, C-12, C-1’’). Todas as 
conectividades foram confirmadas por correlações de COSY (H-2→H-3a, H-3b; H-6a→H-6b, 
H-7; H-8→H-7; H-10→H-11; H-6b→H-7; H-3a→H-3b, H-2; H-13a→H-13b, H-12; H-3b→H-
2, H-3a). A presença de um singuleto largo (H-5) a δH 6.85 ppm é consistente com a presença de 
um protão lábil, típico de um protão amídico. As correlações de NOESY (NH→H-10, H-11, H-
12) são consistentes com o arranjo especial da molécula proposta. 
As principais conectividades a longa distância observadas no espetro de HMBC e necessárias 
para a elucidação estrutural inequívoca desta estrutura estão representadas na Figura 25. 
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Figura 25. Principais conectividades observadas nos espectros de HMBC de (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-
triazaciclotridecan-4-ona 16 
 
As propriedades quirópticas deste novo alcalóide foram determinadas experimentalmente num 
polarímetro e o composto isolado demonstrou ser opticamente ativo, tal como previsto. Este 
fenómeno é consistente com os estudos anteriores de Kuebne e colaboradores, que observou que 
todos os alcalóides da espermidina isolados (com exceção dos derivados da ciclocelabenzina) são 
levogiros, apresentando valores negativos de [α]D.57 
No Esquema 1 é apresentada uma rota biossintética plausível para a formação da (2S)-9-benzoil-
2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16.115,116,117,118,1198 Para tal, é proposta a 
lactamização da espermidina via cinamoilação e ciclização intramolecular do intermediário 
sintético, com formação do produto diazalactâmico, a (2S)-fenil-1,5,9-triazacyclotridecan-4-one. 
Esta proposta também inclui a benzoilação da diazalactâma, resultando na formação da 
celabenzina. Finalmente a biossíntese da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-
4-ona 16 é concluída via N-metilação da celabenzina. 
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Esquema 1. Rota biossintética proposta para a formação da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 
 
4.3 Estudos biológicos 
4.3.1 Atividade antimicrobiana 
Os resultados obtidos indicam que o extrato etanólico de G. arenicola não apresenta atividade 
antimicrobiana para a gama de concentrações testada e para os microrganismos testados, o que 
não está de acordo com alguns dos seus usos etnomédicos na medicina tradicional africana. 
 
4.3.2 Atividade antitumoral 
As células PNT1A, PC3, MCF10A e MCF7 foram incubadas com 0, 1, 10, 50, 100 ou 200 µM 
por 12, 24, 48 ou 60 h e, depois, a toxicidade in vitro da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-
triazaciclotridecan-4-ona 16 foi avaliada através do ensaio do MTT.  
Como é visível nas Tabelas 4 e 5 (e na Figura 15) para 1, 10 e 50 µM de (2S)-9-benzoil-2-fenil-
1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16, a viabilidade celular das células PC3 (linha celular 
derivada de adenocarcinoma da próstata) foi inferior, por comparação com as células PNT1A 
(linha celular derivada de tecido prostático não carcinogénico). No entanto, para altas 
concentrações do composto (100 e 200 µM), este efeito é revertido, apresentando as células 
carcinogénicas viabilidade celular superior à das células não carcinogénicas do mesmo tecido 
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prostático. Por comparação com os controlos, os dados revelam que, em qualquer período de 
incubação testado, 1, 10 e 50 µM de (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-
ona 1 são preferencialmente citotóxicos para a linha carcinogénica, e 100 e 200 µM deste 
composto são preferencialmente citotóxicos para a linha não carcinogénica. 
De forma análoga foram feitos ensaios em linhas celulares MCF10A e MCF7 e, tal como é 
apresentado nas Tabelas 6 e 7 (e na Figura 16), a incubação de (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-
1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 em células MCF10A (derivadas de tecido mamário não 
carcinogénico) resultou em efeitos citotóxicos similares ou menos pronunciados, quando 
comparados com os resultados das células MCF7 (derivadas de tecido mamário carcinogénico). 
Para além disso, os dados revelaram que a concentração testada mais elevada de (2S)-9-benzoil-
2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 resultou na indução da maior citoxicidade 
avaliada e ambas as linhas celulares, com efeitos mais pronunciados em células carcinogénicas. 
Por exemplo, a incubação de 200 µM de (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-
4-ona 16 por 48 e 60 h resultou no decréscimo da viabilidade celular de 100 % a 54,0 ± 5,0 e 
26,2 ± 3,6 em células MCF10A, e 32,7 ± 1,6 e 19,3 ± 0,8 em células MCF7, respetivamente. 
Resumidamente, os resultados obtidos em células derivadas de tecido mamário mostram que de 
(2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 é mais citotóxico em linhas 
cancerígenas, em comparação com as linhas não cancerígenas. Assim, este composto mostra de 
forma preliminar que pode ser um promissor agente anticancerígeno. No entanto, estudos futuros 
mais detalhados são necessários para averiguar as potencialidades terapêuticas que parecem estar 
associadas a este composto. 
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5  Conclusões 
 
A análise macro- e microscópica continua a ser uma metodologia simples para identificar 
fármacos vegetais e a presença de adulteração/contaminação dos mesmos.  
Estes resultados constituem novos parâmetros para a caracterização botânica da folha de 
Gymnosporia arenicola, baseado nos padrões das farmacopeias ocidentais para o controlo de 
qualidade macro- e microscópico de fármacos vegetais. Consequentemente, estes resultados 
podem ser eventualmente incluídos numa futura monografia da folha de G. arenicola.  
Como foi mencionado anteriormente G. arenicola é caracterizado por certas características 
anatómicas da folha. Os tipos de estomas predominantes, as formas e o padrão de distribuição 
dos cristais de oxalato de cálcio também revelaram ser características anatómicas importantes 
para a autenticação deste fármaco vegetal, o que por outro lado também confirma a relevância 
destes marcadores botânicos na taxonomia da família Celastraceae.120 A epiderme, hipoderme, 
organização do mesófilo e a presença de tricomas e papilas revelaram ser caracteres uteis para a 
identificação desta planta, tal como constatado por Jordaan e van Wyk.4 Estes resultados 
confirmam também algumas características observadas na família Celastraceae, como a presença 
de papilas e tricomas tetores multicelulares unisseriados.23 Este estudo também acrescenta que a 
folha de G. arenicola apresenta tricomas tetores, papilas e hipoderme, o que ainda não tinha sido 
descrito na seção Buxifoliae Jordaan do género Gymnosporia.4   
Para além dos métodos convencionais propostos pela generalidade das farmacopeias ocidentais, 
os resultados da análise histoquímica e obtidos em microscopia eletrónica de varrimento 
revelaram-se úteis para a diagnose botânica. O uso de microscopia eletrónica de varrimento 
permitiu a obtenção de imagens mais detalhadas de algumas estruturas previamente observadas 
em microscopia ótica, a aquisição de imagens tridimensionais e a análise da topologia superficial 
de materiais vegetais, com maior poder de resolução. Por outro lado, os resultados da análise 
histoquímica confirmaram a presença de classes de compostos previamente identificados 
(alcalóides, flavonóides e terpenóides) e permitiram a localização in situ dos mesmos, no 
mesófilo foliar. Estes resultados podem ser considerados como critérios de identificação 
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preliminar anteriores ao teste de identificação química, obrigatório em todas as farmacopeias 
ocidentais. 
Este estudo propõe marcadores morfo-anatómicos, baseados em critérios macro- e 
microscópicos, para a diagnose botânica da folha de G. arenicola, e devem ser considerados para 
inclusão numa futura monografia oficial para o controlo de qualidades do fármaco vegetal. 
Os resultados do estudo fitoquímico da extração direcionada para alcalóides da folha de 
Gymnosporia arenicola permitiram o isolamento e elucidação estrutural um novo alcalóide, 
caracterizado pela presença de um anel macrolactâmico de 13 membros contendo uma unidade 
espermidina, ligada por um azoto a um grupo benzoilo. A estrutura deste novo alcalóide foi 
revelada com recurso a técnicas espectroscópicas convencionais de 1H e 13C, com análise mono- 
e bidimensional, caracterizada por espetrometria de massa de alta resolução e polarimetria. Foi 
proposta uma via biossintética possível para este novo macrociclo, justificativa da sua presença 
na planta (e da quiralidade do composto). A citotoxicidade do novo alcalóide foi avaliada em 
quatro linhas celulares ATCC, duas não carcinogénicas (PNT1A e MCF10A) e duas 
carcinogénicas (PC3 e MCF7), pelo ensaio MTT. O alcalóide revelou citotoxicidade seletiva, em 
linhas mamárias, para células cancerígenas MCF-7, por comparação com os resultados obtidos 
em células não cancerígenas MCF-10A. 
O isolamento da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16  por um lado 
contribui para reforçar o potencial da família Celastraceae enquanto fonte de compostos com 
espectro de atividade de promissor para o tratamento do cancro (à semelhança da maitansina, do 
tripdiolido e do triptolido), e por outro lado tem interesse taxonómico, enquanto isolamento de 
mais um derivado da espermidina nesta família.121,122 
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6 Considerações finais e perspetivas futuras 
 
Os resultados por nós obtidos são particularmente importantes para os utilizadores dos sistemas 
de saúde africanos, devido à elevada dependência de plantas medicinais e escassez de dados 
relativos ao perfil farmacológico e toxicológico de algumas dessas plantas, como G. arenicola. 
Para além da escassa informação farmacológica e toxicológica destas plantas medicinais, acresce 
pouca informação descrita para a sua identificação botânica e química. Na ausência de uma 
monografia farmacopeica para um fármaco vegetal, como G. arenicola folha, o estabelecimento 
de marcadores macro- e microanatómicos é essencial para a garantia da sua qualidade, e 
consequentemente da sua segurança e eficácia.123 
A ausência de atividade antimicrobiana revelada pelo extrato etanólico nos microrganismos 
testados, pode conduzir à avaliação da suscetibilidade do extrato contra outros agentes 
patogénicos, a partir das indicações da medicina tradicional. 
O novo constituinte marcador identificado na planta medicinal em estudo, a (2S)-9-benzoil-2-
fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 é um marcador químico passível de utilização 
em protocolos de identificação química e os resultados promissores obtidos na avaliação da 
atividade citotóxica específica deste composto, demonstrada para células MCF7 justificam a 
continuação dos estudos relativos a esta planta medicinal. Alguns compostos ainda não 
identificados em G. arenicola, mas já isolados a partir do seu extrato alcalóidico, podem vir a 
revelar atividade biológica igualmente promissora.  
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